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1 UVOD 
Biogeni amini so alifatske, aliciklične ali heterociklične organske spojine z majhno 
molekulsko maso, ki jih najdemo v živih organizmih in sodelujejo pri mnogih bioloških 
procesih. Biogeni amini, ki jih najdemo v živilih, so predvsem rezultat mikrobne 
dekarboksilacije ustreznih aminokislin oz. transaminacije aldehidov in ketonov. Biogeni 
amini se med seboj zelo razlikujejo v strukturi. Zaradi te raznolikosti je tako nastanek, 
kakor tudi fiziološke učinke različnih biogenih aminov, težko enačiti med seboj. Zato 
študije obravnavajo vsak amin posebej oz. skupino aminov, ki imajo podobne lastnosti in 
učinke (Jain in Verma, 2018). 
Biogene amine najdemo v mnogih živilih in pijačah v zelo širokem razponu koncentracij. 
V nižjih koncentracijah so naravno prisotni v sadju, zelenjavi, mesu, ribah in mleku, v 
večjih koncentracijah pa jih lahko najdemo v fermentirani hrani, in sicer zaradi aktivnosti 
gram pozitivnih in gram negativnih bakterij ter nekaterih kvasovk (Jain in Verma, 2018). 
Mikroben in biokemijski nastanek biogenih aminov je bolj obsežen v beljakovinsko 
bogatih živilih oz. živilih bogatih s prostimi aminokislinami. Predvsem se pojavljajo kot 
rezultat encimske hidrolize proteinov in dekarboksilacije nastalih aminokislin. Do takšnih 
procesov prihaja pri fermentaciji v sirih, vinu, pivu, kislem zelju, ribah in zorjenem mesu 
(Loukou in Zotou, 2003). Biogeni amini so tudi prekurzorji določenih aromatičnih 
komponent in prispevajo k oblikovanju značilnega okusa zorjenega živila (sir, salame 
itd.) Visoke koncentracije biogenih aminov najdemo v alkoholnih pijačah, še posebej v 
rdečem vinu, kateri vsebuje višje količine teh komponent kot belo vino in rose. V kisu so, 
v primerjavi z vinom, koncentracije aminov običajno nižje (Jain in Verma, 2018). 
Biogeni amini so v nizkih koncentracijah ključni za fiziološke funkcije, medtem ko imajo 
v visokih koncentracijah lahko škodljive učinke na organizem. Pri čezmernem uživanju 
aminov se lahko pojavijo glavobol, hipo- in hipertenzija, slabost, povečanje srčnega 
utripa, zastrupitev ledvic in v bolj resnih primerih tudi možganske krvavitve in smrt 
(Loukou in Zotou, 2003).  
Velikokrat so posledica slabih higienskih okoliščin, v katerih se neka hrana prideluje ali 
predeluje (Rauscher-Gabernig in sod., 2012). Skupna vsebnost različnih aminov je 
odvisna od narave živila in prisotnih mikroorganizmov. Količina biogenih aminov se 
smatra kot pokazatelj nivoja mikrobne kontaminacije, zato je spremljanje in nadzorovanje 
njihove ravni v živilih ključnega pomena (Mohammed in sod., 2016). 
V zadnjih letih je bilo v literaturi predstavljenih mnogo vidikov o biogenih aminih in 
kvantitativnih analizah. V zbirki Scopus je bilo v letih med 2008 in 2018 objavljenih 4660 
člankov na temo biogenih aminov, v povezavi s kemijskimi, agronomskimi in biološkimi 
področji. Za kvantitativno določanje biogenih aminov se uporablja več postopkov, med 
katerimi so najbolj razširjeni: tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), 
plinska kromatografija in kapilarna elektroforeza. 
1.1 NAMEN NALOGE 
V sodelovanju z raziskovalci na Fakulteti za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v 
Ljubljani smo želeli vzpostaviti metodo za določevanje biogenih aminov v izbranih 
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živilih živalskega in rastlinskega izvora. Nameravali smo določiti vsebnost biogenih 
aminov (spermin, spermidin, tiramin, triptamin, histamin, feniletilamin, agmatin, 
putrescin, kadaverin) v izbranih živilih, ki jih najdemo na policah trgovin v Sloveniji 
(izbrani mesni izdelki, ribe, sir, vino, stročnice, žita, kislo zelje in repa ter v izbranih 
kaljenih in nekaljenih semenih). Iz moke nekaterih stročnic in žit smo nameravali 
pripraviti kislo testo in vsebnost biogenih aminov primerjati s tisto v moki, ki smo jo 
fermentirali. Naš namen je bil tudi ugotoviti, ali se v rastlinska olja pri stiskanju 
ekstrahirajo biogeni amini in določiti njihovo stabilnost ter identificirati produkte, v 
katere se pretvorijo pri oksidaciji rastlinskih olj. 
1.2 DELOVNE HIPOTEZE 
• Predvidevali smo, da bomo uspeli vzpostaviti metodo za ekstrakcijo in določitev 
biogenih aminov v vzorcih živil. 
• Predvidevali smo, da se bodo izbrana živila razlikovala tako v skupni koncentraciji 
kot v razmerju biogenih aminov. 
• Predvidevali smo, da bomo uspeli identificirati produkte, ki nastanejo iz biogenih 
aminov pri oksidaciji v rastlinskem olju.  
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2 PREGLED OBJAV 
2.1 BIOGENI AMINI 
Biogeni amini so organske baze z eno ali več aminoskupinami, ki so produkt aktivnosti 
živih organizmov in poleg amino skupine ne vsebujejo karboksilne skupine, katera se 
odcepi v reakciji dekarboksilacije pri pretvorbi aminokisline v amin. So pomembni 
pokazatelji higiene in kakovost živil, saj so bili do sedaj že v večih primerih odkriti kot 
povzročitelji zastrupitve s hrano in drugih farmakoloških reakcij. Histamin, putrescin, 
kadaverin, tiramin, triptamin, b-feniletilamin, spermin in spermidin so najbolj pomembni 
biogeni amini, ki jih vsebujejo različna živila. Tiramin in feniletilamin običajno 
povzročita povišanje krvnega tlaka, medtem ko je histamin povzročitelj večjih izbruhov 
zastrupitve s hrano. Toksičnost histamina se potencira, če so v zaužiti hrani prisotni še 
drugi amini, kot so kadaverin, putrescin in tiramin. Biogeni amini so poleg tega tudi 
kancerogeni, saj nekateri reagirajo z nitriti, pri čemer nastajajo kancerogeni nitrozamini 
(Shalaby, 1996). 
Biogene amine najdemo v vseh skupinah živil; v sirih, ribah, mesnih izdelkih, jajcih, 
gobah itd. Še posebej v velikih količinah se tvorijo v fermentiranih (zorjenih) živilih oz. 
v živilih, ki so bila izpostavljena mikrobiološki kontaminaciji med procesom staranja in 
skladiščenja (Doeun in sod., 2017). 
Biogene amine delimo glede na število amino skupin v molekuli na mono-, di- in 
poliamine (Önal in sod., 2013). So osnovne dušikove spojine, v katerih so eden, dva ali 
trije vodikovi atomi v amonijaku zamenjani z alkilno ali arilno skupino. Enostavni 
alifatski monoamini so zelo razširjeni, prav tako najdemo putrescin, ki je diamin, ter 
poliamina spermin in spermidin, v vseh živalskih in rastlinskih sistemih. Spermidin in 
putrescin sta prisotna tudi v večini bakterij (Shalaby, 1996). 
Celice regulirajo vsebnost biogenih aminov s pomočjo lastnega sistema za vzdrževanje 
intracelularne homeostaze. Ta sistem vključuje biosintezo, katabolizem in transport s 
pomočjo prehajanja snovi v celico in iz nje. Encime, ki se vključujejo v metabolizem 
biogenih aminov, celica regulira s transkripcijo, translacijo in degradacijo proteinov 
(Bjelakovic in sod., 2017). 
Preglednica 1: Nekatere kemijske lastnosti biogenih aminov (Önal in sod., 2013). 




agmatin AGM C5H14N4 
 
pK=12,5 130,2 
triptamin TRP C10H12N2 
 
pK=10,2 160,2 
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feniletilamin PEA C8H11N 
 
pK=10,0 121,2 












tiramin TYR C8H11NO 
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V preglednici 1 so prikazane strukture in kislinsko bazične lastnosti najbolj pomembnih 
biogenih aminov, ki se pojavljajo v hrani (agmatin, triptamin, feniletilamin, putrescin, 
kadaverin, histamin, tiramin, spermidin in spermin) (Önal in sod., 2013). 
2.1.1 Agmatin 
Agmatin nastane z dekarboksilacijo aminokisline arginin in je intermediat v sintezi 
poliaminov. Sintetizira se v tkivih kot so možgani in ledvice. Nastali agmatin se lahko z 
encimom agmatinaza hidrolizira do putrescina, ki je prekurzor v biosintezi poliaminov 
(Halaris in Plietz, 2007). 
Agmatin ima kar nekaj fizioloških učinkov, saj raziskave kažejo, da najverjetneje spada 
med nevrotransmiterje. Pri diabetesu agmatin poveča izločanje inzulina iz 
Langerhansovih otočkov (skupki celic v trebušni slinavki) in sprejemanje glukoze v 
celice. To poteka preko povečanega izločanja endorfinov iz nadledvične žleze. V 
povezavi z živčevjem agmatin vpliva na uravnavanje delovanja receptorjev in ionskih 
kanalov, kot tudi na blokiranje sinteze dušikovih oksidov. Sintezo le-teh prepreči z 
zmanjšanjem izločanja encima dušikov oksid sintaze, kateri se izloča iz astrocitov in 
makrofagov. Agmatin pripomore k zmanjšanju tveganja za nastanek duševnih motenj, saj 
naj bi se ob njegovem delovanju iz nadledvičnih žlez sprožilo sproščanje kateholaminov 
kot je dopamin, adrenalin in noradrenalin (Li in sod., 2003). Agmatin ima pozitiven vpliv 
na preprečevanje mnogih kompleksnih bolezenskih stanj, kot so diabetes, Alzhaimerjeva 
bolezen, odvisnost od opioidov, motnje razpoloženja in celo rak (Neis in sod., 2017). 
Poleg preprečevanja opisanih bolezni ima agmatin ob zaužitju takojšen vpliv na 
kardiovaskularni sistem. Njegov učinek je, da rahlo zniža srčni utrip in krvni tlak. Poleg 
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tega prispeva k nastanku blagega hipoglikemičnega stanja, zmanjša oksidativni stres na 
celice in poveča stopnjo glomerularne oz. ledvične filtracije (Halaris in Plietz, 2007). 
Koncentracijo agmatina v telesu bi morda lahko povečali s ketogeno dieto. Raziskava, ki 
so jo izvedli na podganah, je pokazala, da ketogena dieta znatno poviša koncentracijo 
GABA (g-aminomaslena kislina) in agmatina v telesu (Calderón in sod., 2017). 
Učinki agmatina na človeško telo še niso dovolj dobro raziskani, zato tudi 
standardiziranih smernic za vnos agmatina trenutno še ni. Obstajajo pa grobe ocene, ki 
izhajajo iz dosedanjih eksperimentov: 
• za zdravljenje nevroloških težav: 1000 do 2500 mg agmatina dnevno; 
• za izboljšanje kognitivnih funkcij: 200 do 500 mg agmatina dnevno; 
• za širjenje žil in izboljšano regeneracijo: 500 do 1000 mg agmatina pred aktivnostjo 
(Keynan in sod., 2010). 
Udeleženci raziskave, ki so uživali prehransko dopolnilo v obliki agmatin sulfata, so 
poročali, da se jim je izboljšala športna zmogljivost, bili so bolj razpoloženi, boljši je bil 
njihov spanec in lažje so prenašali fizično bolečino (Keynan in sod., 2010). 
2.1.2 Triptamin 
Triptamin je monoamini alkaloid in nastaja z dekarboksilacijo triptofana. Zanj je značilna 
struktura indolovega obroča (spojen dvojni obroč iz benzenovega in pirolnega obroča). 
V sledeh ga najdemo v možganih sesalcev, kjer ima vlogo nevromodulatorja oz. 
nevrotransmiterja. Triptamin spada v istoimensko skupino triptaminov, v katero spadajo 
tudi nekateri drugi nevrotransmiterji in psihoaktivne droge. Najbolj poznani pripadniki te 
skupine so:  
• serotonin, ki je pomemben nevtrotransmiter za mnoge psihološke odzive; 
• melatonin, hormon, ki regulira cikel budnosti in spanja; 
• psilocibin v ti. »čudežnih gobah« in  
• dimetil triptamin v Ayahusca napitku (Tittarelli in sod., 2015). 
2.1.3 Feniletilamin 
Feniletilamin je aromatski amin z vonjem po ribah, tako kot večina aminov z nizko 
molekulsko maso. Biosintetizira se z encimsko dekarboksilacijo iz aminokisline 
fenilalanin, ki jo najdemo v beljakovinsko bogatih živilih. Naravno je pri sesalcih prisoten 
v centralnem živčnem sistemu in možganih. Najdemo ga v mnogih živilih, še posebej v 
tistih, v katerih je potekala mikrobna fermentacija. Po zaužitju velikih količin 
feniletilamina, se le-ta v prebavilih metabolizira v fenilocetno kislino z encimom 
monoaminoksidaza-B (MAO-B). Obrambni sistem organizma namreč preprečuje, da 
prevelika količina amina ne bi dosegla možganov. 2-feniletilamin deluje v možganih kot 
nevromodulator in nevrotransmitor. Feniletilamin je prekurzor za nevrotransmiter 
feniletanolamin, ki uravnava aktivnost simpatičnega živčevja. Običajno zmanjšano 
količino feniletilamina najdemo v urinu shizofrenikov in otrok z motnjo pozornosti in 
hiperaktivnosti (ADHD - atention deficit hyperactivity disorder) (Marcobal in sod., 
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2012). V študiji, ki so jo izvedli Sabelli in sod. (1996), je sodelovalo 14 pacientov z 
močno depresijo. Ugotovili so, da so se po 50-tedenskem jemanju 60 mg feniletilamina 
v kombinaciji s selegilinom (inhibitor monoaminoksidaze, kar ima za posledico manjšo 
stopnjo pretvorbe feniletilamina v fenilocetno kislino) pri 12 pacientih zmanjšali 
simptomi depresije. 
Glede na smernice proizvajalcev prehranskih dopolnil s feniletilaminom, je priporočena 
dnevna količina med 100 in 500 mg, 1- do 3-krat dnevno in ne sme preseči 1000 mg 
feniletilamina dnevno. V primeru, da se ga uživa v kombinaciji z inhibitorjem 
monoaminoksidaze, kot je selegilin, je doziranje potrebno zmanjšati na 10 do 60 mg 
feniletilamina dnevno (Sabelli in sod., 1996). Feniletilamin naj bi izboljšal počutje in 
povečal pozornost. Njegovo koncentracijo lahko v telesu povečamo z redno telesno 
aktivnostjo (Szabo in sod., 2001). Kratkotrajno uživanje feniletilamina naj ne bi imelo 
stranskih učinkov. Kljub temu lahko na embalaži prehranskega dopolnila zasledimo 
opozorila o možnih stranskih učinkih, kot so zgaga, zaprtje, slabost in blag glavobol. 
Resnejše težave so lahko nespečnost, zmedenost, vrtoglavica, močni glavoboli in 
nenadno povišanje srčnega utripa ali krvnega tlaka (Sabelli in sod., 1996). 
2.1.4 Putrescin 
Putrescin je poliamin, podoben kadaverinu. Oba nastaneta pri razkroju aminokislin živih 
in mrtvih organizmov in sta toksična v večjih količinah. Odgovorna sta za neprijeten vonj, 
ki nastane pri gnitju mesa, prav tako prispevata k slabemu zadahu in vonju pri bakterijski 
vaginozi. Putrescin najdemo tudi v spermi. V manjših količinah nastaja v zdravih živih 
celicah z aktivnostjo ornitin dekarboksilaze, ki katalizira pretvorbo ornitina 
(aminokislina, ki je značilna za ciklus sečnine) v putrescin (Til in sod., 1997). Obstajajo 
tudi alternativne biosintetske poti, kot je že omenjena hidroliza agmatina. 
Diamini in poliamini so pomembni za delitev celic. Odgovorni so za spermatogenezo, 
fiziologijo kože, zaščito živčevja, kot tudi povečanje možnosti rasti tumorja, zato je pri 
rakavih bolnikih pomemben nadzor vnesenih poliaminov. Diamina putrescin in kadaverin 
lahko potencirata učinek histamina, v proteinsko bogatih živilih pa delujeta kot 
prekurzorja karcinogenih nitrozaminov, saj reagirata z nitrati in nitriti (Til in sod., 1997). 
V okviru avstrijske študije so določili povprečen dnevni vnos putrescina s hrano, 
predvsem s fermentiranimi živili, in sicer je trenutno ocenjen na 6,8 mg pri ženskah in 
8,8 mg pri moških. Maksimalne dovoljene vsebnosti so določene za kislo zelje (140 
mg/kg), ribe (170 mg/kg), sire (180 mg/kg), fermentirane klobase (360 mg/kg) in začimbe 
(510 mg/kg) (Rauscher-Gabernig in sod., 2012). 
2.1.5 Kadaverin 
Kadaverin je diamin z neprijetnim vonjem, ki nastane z bakterijsko dekarboksilacijo 
aminokisline lizin. Sintetizira se med putrifikacijo živalskega tkiva, najdemo pa ga tudi v 
urinu in spermi sesalcev. Tvori se tudi pri fermentaciji rastlinskih živil in pri kalitvi 
nekaterih stročnic (Marton in sod., 2010). V telesu se nahaja v centralnem živčnem 
sistemu. Kadaverin se v možganih ne proizvaja, pač pa nastaja izključno pri bakterijski 
dekarboksilaciji lizina v črevesju. V večjih koncentracijah se pojavi pri ljudeh z napako 
v metabolizmu lizina, pri čemer se lahko razvijejo bolezni, kot so: cistinoza, 
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aminoacidurija, intoleranca na lizin, prisotnost propionske kisline in tirozinemija. 
Kadaverin je v večjih količinah toksičen (Ma in sod., 2017). 
Na osnovi rezultatov obširne raziskave so tudi predlagali maksimalne sprejemljive 
vsebnosti kadaverina v živilih kot so kislo zelje (430 mg/kg), ribe (510 mg/kg), sire (540 
mg/kg), fermentirane klobase (1080 mg/kg) in začimbe (1540 mg/kg) (Rauscher-
Gabernig in sod., 2012). 
2.1.6 Histamin 
Histamin je derivat encimske dekarboksilacije histidina, ki se največkrat dekarboksilira 
v mišičnem tkivu rib in mehkužcev. Močno prispeva k stimulaciji gastrointestinalne 
sekrecije, stiskanju bronhialnega gladkega mišičja, vključen je k širjenju krvnih žil in 
deluje kot centralno delujoči nevrotransmiter (Stratta in Badino, 2012). 
Visoke koncentracije histamina v hrani lahko delujejo na organizem toksično. Najbolj 
pogosta je zastrupitev pri uživanju rib, ki jo imenujemo skombroidna zastrupitev s hrano 
(Nadeem in sod., 2019). Skombroidno zastrupitev je težko preprečiti, saj tvorba histamina 
le malo vpliva na senzorične lastnosti živila, zato riba na prvi pogled izgleda 
nespremenjena (Stratta in Badino, 2012). Če živilo ni bilo ustrezno hlajeno pred toplotno 
obdelavo ali če je bilo predolgo na sobni temperaturi, je verjetnost za nastanek histamina 
toliko večja. Histamin ni občutljiv na visoke temperature, zato je po toplotni obdelavi še 
vedno prisoten, prav tako po zamrzovanju, konzerviranju ali dimljenju. Izbruhi 
zastrupitve so najbolj pogosti v poletnih mesecih, ko je za živila težje vzdrževati hladno 
verigo (Stratta in Badino, 2012). V uredbi komisije o mikrobioloških merilih za živila 
(2005) je določeno, da dovoljena količina histamina v ribah ne sme presegati 200 mg/kg, 
v drugih ribjih izdelkih pa se te meje gibljejo med 200 in 400 mg/kg izdelka. 
Simptomi zastrupitve s histaminom se pojavijo po treh urah po zaužitju ribe, ki je 
vsebovala več kot 1 mg histamina/g živila (Doeun in sod., 2017). Histamin sam ali v 
kombinaciji s putrescinom in kadaverinom lahko povzroči alergijsko reakcijo, diarejo, 
slabost, bruhanje, tresavico, glavobol, pomanjkanje krvi v srčni mišici ali akuten pljučni 
edem (Nadeem in sod., 2019).  
2.1.7 Tiramin 
Tiramin je monoamin, ki se akumulira v živilih po dekarboksilaciji tirozina zaradi 
mikrobiološke aktivnosti. Med najbolj pogostimi živili v katerih se tiramin nahaja so 
prezrele banane, avokado, konzervirane fige, arašidi, vložene kumarice (Costa in Glória, 
2003), ribe, alkoholne pijače (predvsem pivo), siri (čedar, kamamber, parmezan in sir z 
žlahtno plesnijo), sojina omaka, kislo zelje in procesirani mesni izdelki (Til in sod., 1997). 
Cowen (1998) je ugotovil, da je v povprečnem obroku zorjenega sira količina tiramina 
dovolj velika, da lahko poveča krvni tlak ali vzbudi druge spremembe v srčno-žilnem 
sistemu. Med drugimi lahko to reakcijo izzovejo tudi naslednja živila: polži, kvas, velike 
količine kave, citrusi, konzervirane fige, bob v kombinaciji z inhibitorjem 
monoaminoksidaze (antidepresivi). Med jemanjem inhibitorjev monoaminoksidaz v 
terapevtske namene (nekatere oblike depresije) je torej potrebno ustrezno nadzirati vnos 
živil, ki so bogata s tiraminom. 
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Tiramin lahko v prevelikih količinah povzroči hude glavobole. Znaki predoziranja se 
pojavijo po 1 do 12 urah po zaužitju. Doza, ki izzove glavobol, je lahko že 10 mg, pri 
bolnikih, ki jemljejo zdravila proti depresiji, pa se glavobol pojavi že pri 6 mg (Costa in 
Glória, 2003). 
2.1.8 Spermidin 
Spermidin je poliamin, ki nastane iz putrescina in je prisoten v mnogih bioloških procesih. 
Sodeluje pri regulaciji membranskega potenciala, sproža avtofagijo (citoplazemska 
celična smrt), inhibira dušikov oksid sintazo, ki katalizira sintezo dušikovega oksida iz 
arginina. Spermidin je tudi prekurzor spermina (Bardócz, 1995). 
Avtofagija je razgradni proces celici lastnih sestavin, ki so odvečne ali poškodovane. Le-
te se končno razgradijo z lizosomskimi encimi do organskih molekul, ki jih lahko celica 
ponovno uporabi in s tem pridobi nujno potrebne hranilne snovi za vzdrževanje 
biosintetskih reakcij (proces recikliranja). Proces je natančno uravnavan (reguliran) in 
ima pomembno vlogo med rastjo celice ter pri ohranjanju celičnega ravnovesja 
(homeostaze) med sintetskimi in razgradnimi procesi, še posebej v mišicah, jetrih in 
vranici (Erman in Jezernik, 2010). S staranjem je telo vedno manj sposobno 
samoobnavljanja, zato je takrat pravočasna vključitev spermidina v prehrano ključnega 
pomena. Poliamini, kot je spermidin, ščitijo telo pred razvojem alergij na hrano, rakavih 
obolenj in kardiovaskularnih bolezni. 
V ugledni znanstveni reviji The American Journal of Clinical Nutrition so Kiechl in sod. 
(2018) predstavili rezultate 20 let trajajoče raziskave, v kateri je sodelovalo 829 ljudi, 
starih med 45 in 84 let (49,9 % moških). Razdelili so jih v tri skupine, glede na dnevno 
količino zaužitega spermidina (< 62,6 µmol/dan, med 62,2 in 79,8 µmol/dan in >79,8 
µmol/dan). Vsakih pet let so izvedli analize, v katerih so preverjali dejavnike tveganja, 
kot so socialno-ekonomski status, ITM, kajenje, diabetes, hipertenzija, uživanje aspirina, 
fizično aktivnost in uživanje alkohola. Dodatno se spremljali še vnos spermidina z 
makrohranili (maščobe, ogljikovi hidrati in proteini v rdečem mesu in predelanih mesnih 
izdelkih, sadju in zelenjavi ter mlečnih izdelkih), glikemično obremenitev in vnos 
vlaknin. Glavni viri spermidina so predstavljali polnozrnati izdelki, jabolka, hruške, 
solata, kalčki in krompir. V času raziskave so zabeležili 341 smrti, od tega 137 zaradi 
srčno-žilnih bolezni, 94 zaradi raka in 110 zaradi drugih razlogov. V skupini, ki je imela 
najmanjši vnos spermidina, je po 20 letih umrlo 48 % posameznikov, v srednji skupini 
41 % posameznikov, v skupini z najvišjim vnosom pa 38 %. V raziskavi so pokazali, da 
bi prehrana z večjo vsebnostjo spermidina lahko podaljša življenjsko dobo ljudi. Avtorji 
so predpostavili, da je učinek večjega vnosa spermidina, ko se primerja posameznike v 
zgornji tretjini vnosa, s tistimi v spodnji tretjini vnosa, primerljiv z razliko v življenjski 
dobi, ki ustreza 5,7 letom. 
2.1.9 Spermin 
Spermin se sintetizira iz spermidina s pomočjo spermin sintaze. Je poliamin, majhen 
organski kation, ki je potreben za rast evkariontskih celic. Običajno ga najdemo v jedru 
celice v milimolarnih koncentracijah. Spermin regulira delovanje kalijevih kanalov in 
vpliva na aktivnost receptorjev za glutamat v možganih (Pubchem, 2019). 
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Spermin in spermidin sta poliamina, ki se vključujeta v več bioloških procesov, ki 
zagotavljajo celično vitalnost (replikacija, transkripcija, translacija, post-translacijske 
modifikacije, in stabilnost membrane). Posledično regulirata tudi apoptozo in 
tumorgenezo (Bjelakovic in sod., 2017). 
Elektrostatsko se vežeta na negativno nabite funkcionalne skupine DNK, RNK, 
fosfolipide, mukopolisaharide, različne glukozaminoglikane in proteine. Med celičnim 
ciklom, na primer, stabilizirata strukturo kromatina. Z elektrostatskimi povezavami, s 
fosfatom stabilizirata dvojno vijačnico molekule DNK. Povezave tvorita tudi na 
membrani celice s fosfolipidi in membranskimi proteini, kar ima vpliv na nekatere 
biološke procese. Intracelularni poliamini, ki so pritrjeni na ribosome, vplivajo na sintezo 
proteinov (Bjelakovic in sod., 2017). 
Hunter in Burritt (2012) ugotavljata, da organsko pridelana zelenjava vsebuje več 
poliaminov kot konvencionalno pridelana. Razlog za to naj bi bil stres, kateremu so 
rastline podvržene zaradi škodljivcev in bolezni. V stresnih razmerah biogeni amini bolj 
pospešeno nastajajo. 
2.2 BIOSINTEZA BIOGENIH AMINOV 
Biogene amine, glede na kemijsko strukturo, delimo na aromatske, alifatske in 
heterociklične, glede na število amino skupin pa na monoamine, diamine in poliamine. 
Med dekarboksilacijo se a-karboksilna skupina odstrani iz aminokisline, pri čemer 
nastane ustrezen amin (Doeun in sod., 2017). Na ta način nastane večina biogenih 
aminov. 
Biološko aktivni amini so komponente, ki nastajajo in se pretvarjajo v običajnih 
metabolnih procesih celic živih organizmov. Vključeni so v regulacijo rasti (spermin, 
spermidin in kadaverin), prenos živčnih signalov in hormonsko regulacijo (kateholamin, 
serotonin), delujejo pa tudi kot mediatorji vnetij (histamin in tiramin). 
Sinteza biogenih aminov je odvisna od prisotnosti vsaj dveh proteinov, od dekarboksilaze 
(encim, ki katalizira dekarboksilacijo aminokisline) in transportnega proteina, ki je 
odgovoren za izmenjavo aminokisline in amina. Biosintezno pot nastanka biogenih 
aminov iz aminokislin prikazuje slika 1. 
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Slika 1: Sintezna pot aminokislin v biogene amine (primer tiramina) (Doeun in sod., 2017). 
Najbolj razširjeni monoamini (ß-feniletilamin, tiramin, triptamin) in diamini (histamin, 
putrescin, in kadaverin) nastajajo iz aminokislin histidina, tirozina, triptofana, ornitina, 
fenilalanina in lizina. Poliamina spermin in spermidin nastajata posredno preko 
putrescina. V rastlinah in nekaterih mikroorganizmih putrescin nastaja iz metabolizma 
arginina, skupaj z agmatinom (Mohammed in sod., 2016). Biosinteza in transport 
biogenih aminov v mlečnokislinskih bakterijah sta prikazana na sliki 2. 
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Slika 2: Biosintezna pot biogenih aminov v mlečnokislinskih bakterijah (Linares in sod., 2011).  
Okrajšave: ADC - arginin dekarboksilaza, AGD - agmatin deaminaza, AD - arginin deaminaza, HDC - 
histidin dekarboksilaza, LDC - lizin dekarboksilaza, TDC - tirozin dekarboksilaza, ODC - ornitin 
dekarboksilaza, CK - karbamat kinaza in PTC - putrescin karbamoil transferaza. 
Dekarboksilaze spadajo v piridoksal-P (vitamin B6) odvisno encimsko skupino, v kateri 
spojine potrebujejo piridoksal-5'-fosfat kot koencim. Poznamo več dekarboksilaz, katere 
imajo vsaka svojo vlogo v razgradnji določene aminokisline: 
• histidin dekarboksilaza (HDC) katalizira sledečo kemijsko reakcijo: L-histidin ⇌ 
histamin + CO2. HDC je aktivna pri nižjem pH in neaktivna v nevtralnem in bazičnem 
pH; 
• tirozin dekarboksilaza (TDC) je encim, ki dekarboksilira tirozin in fenilalanin v 
tiramin in feniletilamin; 
• triptofan dekarboksilaza katalizira nastanek triptamina iz triptofana; 
• arginin (ADC), lizin (LDC) in ornitin (ODC) dekarboksilaze so najbolj preučeni 
encimi v skupini dekarboksilaz. Razdelimo jih lahko v dve skupini: 
- encimi razgradnje: sprožijo jih različni pogoji, kot so nizka koncentracija kisika, 
kislo okolje in visok delež aminokislin v substratu. Njihova prisotnost naj bi 
Rešek T. Vsebnost in pretvorbe biogenih aminov v izbranih živilih.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
12 
zagotavljala uravnavanje vrednosti pH, saj se le-ta po dekarboksilaciji 
aminokisline zviša; 
- encimi biosinteze: njihov nastanek je v manjših količinah že primarno prisoten v 
normalnih pogojih za mikrobne kulture. Sintetizirajo poliamine, ki omogočajo 
normalno rast in delovanje bakterijskih celic (Linares in sod., 2011). 
Sinteza biogenih aminov poteka tudi v živalskih in rastlinskih celicah. Rastline tu 
uporabljajo še dodatno metabolno pot dekarboksilacije arginina, in sicer s pomočjo 
arginin dekarboksilaze, pri čemer se sintetizira agmatin, ki se z naknadno pretvorbo in 
delovanjem agmatinaze pretvori v putrescin (Bjelakovic in sod., 2017). Prav tako obstaja 
dodatna metabolna pot pri zorenju sira. Kazein ne vsebuje ornitina, zato se putrescin tvori 
iz arginina. Arginin se dekarboksilira z ADC v agmatin, nato se agmatin v putrescin 
pretvori s pomočjo agmatin deaminaznega sistema, ki ga tvorijo trije encimi: agmatin 
deaminaza (AGD), putrescin karbamoil transferaza (PTC) in karbamat kinaza (CK). Lizin 
dekarboksilaza (LDC) je vključena v nastanek kadaverina iz aminokisline lizina (Linares 
in sod., 2011). 
V živalskih celicah se aminokislina ornitin s pomočjo encima ornitin dekarboksilaze 
pretvori v putrescin. Putrescin se nato reverzibilno pretvarja v spermin in spermidin. 
Putrescin reagira s s-adenozil metioninom, pri čemer nastane spermidin. Ko spermidin 
ponovno reagira s s-adenozil metioninom, nastane spermin (Atiya Ali in sod., 2011). 
Reakcije so prikazane na sliki 3. 
 
Slika 3: Biosinteza spermidina in spermina iz putrescina (Atiya Ali in sod., 2011). 
2.2.1 Transportni protein 
Komponenta, ki je poleg encimov tudi ključnega pomena za dekarboksilacijski proces pri 
bakterijah, je membranski antiporter oz. prenašalni protein. Ta prenese dve različni 
molekuli v nasprotno smer preko kanalov v celični membrani. Transportni protein se 
uporablja za vnos aminokislinskega substrata v celico in za izločanje dekarboksiliranega 
produkta iz nje. Poznamo prenašalce histidina/histamina, tirozina/tiramina, putrescina, 
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kadaverina. Prenašalci putrescina in kadaverina ne delujejo le kot putrescin/ornitin in 
lizin/kadaverin antiporterji, ampak prevzemajo tudi putrescin in kadaverin iz okolice v 
celico. Prenos poliaminov v celico je odvisen od pH. Pri nevtralnem pH bo tako prihajalo 
do prenosa kadaverina v celico, pri kislem pH pa bo deloval kot kadaverin/lizin antiporter 
in bo v celico prihajal lizin, izločal pa se bo kadaverin (Linares in sod., 2011). Na ta način 
lahko bakterijske celice regulirajo pH zunaj celice. Če bi prišlo do previsokega zakisanja, 
bo kadaverin, ki je močnejša baza od lizina, prispeval k višanju pH. 
2.3 VZROKI ZA NASTANEK BIOGENIH AMINOV 
Koncentracije biogenih aminov v živilih, predvsem v fermentiranih, so odvisne od večih 
faktorjev v procesu proizvodnje, vključno s higieno svežih sestavin, sestave mikrobne 
združbe in okoliščine ter trajanja fermentacije. 
2.3.1 Higiena, temperatura in pH 
Higiena, vrednost pH surovin in temperatura imajo pri proizvodnji in skladiščenju 
izdelkov velik vpliv na vsebnost biogenih aminov v končnem izdelku. To potrjujejo tudi 
mnoge raziskave, med katerimi so Doeun in sod. (2017) navedli, da se zaradi slabše 
higienske kakovosti svežih surovin, ali če pride do kontaminacije med proizvodnjo 
izdelkov, lahko tvori več neželjenih biogenih aminov. Kontaminacija posredno zavira rast 
željenih mikroorganizmov, ki so ključni za ustrezne senzorične in funkcionalne lastnosti 
izdelka.  
Povišana temperatura in daljši čas skladiščenja imata velik vpliv na tvorbo biogenih 
aminov v živilih. Če se ribe skladiščijo pri temperaturi 25 °C, so pogoji za tvorbo 
histamina (proizvaja ga Morganella morgani) najboljši. Pri 25 °C se, v primerjavi s 15 
°C, prav tako poveča nastajanje tiramina v mesnih izdelkih. Poleg tega lahko količino 
biogenih aminov povečajo tudi ostale mezofilne bakterije, ki rastejo v temperaturnem 
območju med 20 in 37 °C (Doeun in sod., 2017). Yongsawatdigul in sod. (2004) so 
raziskovali, v kolikšni meri so biogeni amini prisotni v ribji omaki, glede na različno 
temperaturo in čas skladiščenja inčunov. Omaka iz svežih inčunov vsebuje občutno manj 
biogenih aminov v primerjavi z omako iz inčunov skladiščenih 8 ali 16 ur pri 35 °C. V 
omaki iz najdlje skladiščenih inčunov so zaznali najvišje vsebnosti biogenih aminov. 
Najbolj pomemben faktor za tvorjenje biogenih aminov je pH medija. Mnogo študij, 
omenjenih v članku o biogenih aminih (Linares in sod., 2011), potrjuje, da je v mlečnih 
izdelkih večja sinteza aminov povezana z nižjo vrednostjo pH. Optimalen pH za aktivnost 
dekarboksilaz je okoli 5,0. Večje količine biogenih aminov pa lahko nastajajo tudi pri 
povišanem pH. V vinu so tako v nekaterih študijah zasledili, da se z višanjem pH med 
fermentacijo količina biogenih aminov povečuje. Tudi v klobasah nastaja več histamina 
v primeru, da se pH v prvem dnevu procesa zorenja ne zniža dovolj. Podobno so Doeun 
in sod. (2017) ugotovili, da lahko C. divergens tvori večje količine tiramina v živilih 
živalskega izvora pri pH 5,3, v primerjavi s 4,9. Višji pH lahko vpliva na bolj intenzivno 
rast mikroorganizmov in pestrejšo mikrobno združbo, kar lahko privede do povečane 
sinteze biogenih aminov, kljub temu da je potreba za nevtralizacijo medija manjša. 
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2.3.2 Mikroorganizmi, ki sodelujejo pri nastanku biogenih aminov 
Biogeni amini nastajajo pri ustrezni temperaturi med skladiščenjem in proizvodnjo živil 
v reakcijah, ki jih katalizirajo bakterijske dekarboksilaze. Mikroorganizmi, ki so v tem 
procesu prisotni so Bacillus, Clostridium, Hafnia, Klebsiella, Morganella morganii, 
Proteus, Lactobacillus, kot je Lactobacillus buchneri in Lactobacillus delbrueckii v siru, 
Enterobacteriaceae in Enterococcus v ribah, mesu in njunih izdelkih. Najdemo jih v 
fermentiranih živilih, kot so siri (npr. kamember), vino, pivo, kislo zelje in v ekstraktu 
kvasa. V nefermentiranih živilih nam prisotnost biogenih aminov služi kot uporaben 
indikator za razkroj živila. Prav tako so z biogenimi amini bogata pokvarjena živila, ki 
najbolj pogosto vsebujejo velike koncentracije putrescina in kadaverina (Mohammed in 
sod., 2016). 
Preglednica 2: Mikroorganizmi v določeni skupini živil, ki so odgovorni za prisotnost biogenih aminov v 





ribe histamin Morganella morganii, Klebsiella pneumonia, Hafnia alvei, Proteus vulgaris, 
Proteus mirabilis, Enterobacter cloacae, Enterobacter aerogenes, Serratia 
fonticola, Serratia liquefaciens, Citobacter freundii, Clostridium spp., 
Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Aeromonas spp., Pleisomonas 
shigelloides, Photobacterium spp. 
siri histamin Lactobacillus buchneri 
 tiramin Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, Enterococcus durans, 
Entererocccus hirae, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus 
 putrescin Enterobacteriaceae (Enterobacter, Serratia, Escherichia, Salmonella, Hafnia, 
Citrobacter, Klebsiella) Lactobacillus brevis 
vino kadaverin Enterobacteriaceae 
 histamin Oenococcus oeni, Lactobacillus hilgardii, Pediococcus parvulus 
 tiramin Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc mesenteroides, 
Lactobacillus plantarum, Enterococcus faecium 
 putrescin Lactobacillus brevis, Lactobacillus hilgardii, Leuconostoc mesenteroides, 
Lactobacillus plantarum, O. Oeni, Lb. buchneri, Lactobacillus zeae 
meso histamin Enterobacteriaceae, Staphylococcus capitis 
 tiramin Staphylococcus carnosus, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus epidermidis, 
Staphylococcus saprophyticus, Lactobacillus brevis, Lactobacillus curvatus, 
Lactobacillus sakei, Lactobacillus bavaricus, Carnobacteriumdivergens, 
Carnobacterium pisicola 
 putrescin Enterobacteriaceae, M. morganii, S. liquefaciens, Pseudomonas, Lb. curvatus, 
Enterococcus 
 kadaverin Enterobacteriaceae 
Preglednica 2 prikazuje, v katerih živilih se biogeni amini pogosto pojavljajo in kateri 
mikroorganizmi so odgovorni za njihov nastanek. Tu je pomembno omeniti, da se 
vsebnost biogenih aminov ne razlikuje samo med različnimi skupinami živil, ampak tudi 
znotraj iste skupine. 
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2.4 POJAVNOST BIOGENIH AMINOV V ŽIVILIH 
Vsebnost biogenih aminov v živilu je odvisna od vrste živila. Vpliv na njihovo tvorbo 
ima tako okolje, kot tudi dostopnost živila za mikroorganizme. 
2.4.1 Klobase 
Pri zorenju klobas se uporabljajo mlečnokislinske bakterije, koagulaza negativne koke, 
kvasovke in plesni. Vsi našteti imajo sposobnost tvorjenja biogenih aminov. Najpogosteje 
se pojavljata tiramin in putrescin, še posebej v velikih količinah pa ju najdemo v sušenih 
klobasah. Tiramin proizvajajo mlečnokislinske bakterije in koagulaza negativni 
stafilokoki. Koncentracija biogenih aminov se razlikuje glede na tip izdelka in 
proizvajalca. Glavni razlogi za razlike med izdelki so kvaliteta svežih sestavin, aditivov, 
premer klobas in proces zorenja (Doeun in sod., 2017). 
2.4.2 Ribe in ribji izdelki 
Biogeni amini, ki se najpogosteje pojavljajo v morski hrani so histamin, tiramin, 
kadaverin in putrescin. Aminokislina histidin je naravno prisotna v večjem deležu v 
mišičevju mnogih vrst rib, ki spadajo v družino Scombridae. Sintezo katalizirajo histidin 
dekarboksilaze nekaterih bakterij in se prične že takoj po ulovu. Najpomembnejša 
dejavnika za nastanek biogenih aminov v ribah in morskih sadežih sta trajanje in 
temperatura skladiščenja. Večje količine histamina najdemo v ribji pasti in omaki, pasti 
iz škampov, fermentiranih inčunih, sušenih ribah in rahlo prekajenih skušah. Največje 
dovoljene vsebnosti histamina v ribah in ribjih izdelkih so 50 ppm (določeno s strani FDA 
- Food and Drug Administration) oz. 200 ppm (določeno s strani EC - European 
Commission) (Doeun in sod., 2017). 
2.4.3 Siri 
Med izdelavo sira potekajo procesi, ki so idealni za tvorjenje biogenih aminov. Sinteza 
biogenih aminov poteka med zorenjem sira, pri čemer hidroliza kazeina vodi do povečane 
koncentracije prostih aminokislin, ki se transformirajo v biogene amine zaradi prisotnosti 
mikrobnih dekarboksilaz. Na tvorbo biogenih aminov imajo vpliv tudi naslednji 
dejavniki: uporaba določene starterske kulture in encimov, obdelava mleka, pH, 
proteolitična razgradnja, temperatura in čas zorenja, prisotnost kisika, vodna aktivnost, 
relativna vlažnost in dostopnost mikroorganizmov (Doeun in sod., 2017). 
2.4.4 Fermentirani sojini izdelki in zelenjava 
Sojina omaka je proizvod hidrolize proteinov iz sojinih semen, zato je zelo bogata v 
vsebnosti biogenih aminov, med katerimi sta najbolj zastopana histamin in tiramin. Poleg 
teh dveh, fermentirani proizvodi iz sojinih semen vsebujejo tudi putrescin, kadaverin, 
spermin, spermidin, b-fenietilamin, agmatin in triptamin. Japonska priljubljena jed natto 
(sojina semena, fermentirana s pomočjo bakterije B. subtilis) naj bi vsebovala tiramin in 
b-feniletilamin v količinah, ki presegajo dovoljene mejne vrednosti. Kislo zelje, 
proizvedeno s fermentacijo svežega zelja, tudi vsebuje histamin, tiramin, putrescin, 
kadaverin, spermin in spermidin (Doeun in sod., 2017).  
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2.4.5 Vino 
Histamin, feniletilamin, tiramin, putrescin, kadaverin, spermin, spermidin, triptamin in 
agmatin so biogeni amini, ki se pogosto pojavljajo v vinu. Najpogostejši predstavnik je 
putrescin. Spermidin in putrescin sta identificirana kot dominantna amina v grozdju in 
moštu. Za proizvodnjo vina in vsebnosti biogenih aminov v njem, je pomembna tudi 
količina prisotnih prostih aminokislin v moštu in grozdju. Biogeni amini se akumulirajo 
med procesom vinifikacije, in sicer med alkoholno in jabolčno-kislinsko fermentacijo. 
Med alkoholno fermentacijo jih tvorijo kvasovke, med jabolčno-kislinsko fermentacijo 
pa mlečnokislinske bakterije. Belo vino vsebuje manjše količine biogenih aminov, saj v 
tem primeru jabolčno-kislinska fermentacija ne poteka (Doeun in sod., 2017).  
2.5 VPLIV BIOGENIH AMINOV NA ZDRAVJE 
Vnos manjših količin biogenih aminov s hrano običajno ne predstavlja hudega tveganja 
za zdravje, saj jih v črevesju inaktivirajo monoaminoksidaze. Problem nastane, če 
zaužijemo večje količine aminov, ali v primeru, da encimi za detoksifikacijo ne delujejo 
pravilno, na primer pri jemanju antidepresivov, kateri pogosto vsebujejo ključne 
sestavine za inhibicijo monoaminoksidaz (Doeun in sod., 2017). 
Kljub vsem negativnim učinkom pa imajo biogeni amini tudi ugoden vpliv na zdravje, 
zato se vedno bolj izpostavlja tudi njihovo funkcionalnost ter biološko vrednost v 
prehrani. Povpraševanje potrošnikov po funkcionalnih živilih je vedno večje, saj vedo, da 
biomolekule, kot so antioksidanti, lahko izboljšajo kvaliteto življenja. Zaradi 
antioksidativnega in protivnetnega učinka imajo ugodne učinke na zdravje tudi poliamini 
(Handa in sod., 2018), kot so spermin, spermidin in prav tako putrescin. Ti poliamini so 
alifatski amini, ki veljajo za esencialne komponente vseh živih celic. Njihova funkcija 
pripomore k celični rasti, normalnemu delovanju in pomnoževanju celic. Te biološko 
aktivne komponente so med biogenimi amini najbolj zanimive, saj sodelujejo pri 
diferenciaciji celic imunskega sistema, so prisotne pri regulaciji vnetnih reakcij in 
prispevajo h krepitvi pljučnega in črevesnega imunoalergijskega odziva. Vendar pa 
spodbujanje delitve in rasti celic ni vedno zaželeno. Pri nekaterih bolezenskih stanjih (npr. 
rak) lahko na ta način pospešimo razvoj bolezni (Atiya Ali in sod., 2011). Povečan vnos 
poliaminov lahko poveča izražanje genov za razvoj tumorja in spodbudi njegovo rast, 
zato morajo bolniki z rakom omejiti vnos živil, bogatih s poliamini (Önal in sod., 2013). 
Preglednica 3 prikazuje farmakološke učinke določenih aminov na fiziologijo telesa in iz 
katere aminokisline nastajajo. 
Nekatere vrste sadja in sadnih sokov, kislo zelje in repa, kečap, zmrznjen grah in 
fermentirani sojini izdelki lahko vsebujejo relativno visoke vsebnosti putrescina in 
kadaverina (tudi nad 40 mg/kg), medtem ko so za stročnice, hruške, cvetačo in brokoli 
značilne visoke vsebnosti spermina in spermidina (običajno nad 30 mg/kg). Manjše 
vsebnosti putrescina najdemo v živilih živalskega izvora, kjer sta pridelava in predelava 
potekali v boljših pogojih (pašna reja, manj stresno okolje, humana usmrtitev, ustrezno 
rokovanje in skladiščenje mesa) (Handa in sod., 2018). Škodljivi učinki biogenih aminov 
se kažejo tudi v razsoljenem mesu. Razsol vsebuje med drugimi nitrate in nitrite. V 
reakciji z nitrati/nitriti biogeni amini s sekundarno amino skupino (spermin in spermidin) 
tvorijo N-nitrozamine, ki so potencialno kancerogeni (Jain in Verma, 2018). 
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Preglednica 3: Izvor biogenih aminov in njihovi farmakološki učinki (Shalaby, 1996). 
Amin Prekurzor Farmakološki učinek 
histamin histidin Pripomore k izločanju adrenalina in noradrenalina. 
  Vzdraži gladko mišičje maternice, črevesja in respiratornega trakta. 
  Stimulira senzorične in motorične nevrone. 
  Regulira izločanje želodčnega soka. 
tiramin tirozin Zmanjša prekrvavljenost na periferiji. 
  Pospeši utrip. 
  Pospeši solzenje in izločanje sline. 
  Pospeši dihanje. 
  Poveča nivo sladkorja v krvi. 
  Sprosti noradrenalin iz simpatičnega živčevja. 
  Povzroči migreno. 
putrescin in 
kadaverin ornitin in lizin Zniža krvni tlak. 
  Upočasni srčni utrip. 
  Povzroči čeljustni krč. 
  Paralizira okončine. 
  Poveča toksičnosti drugih zaužitih aminov. 
b-feniletilamin fenilalanin Sprosti noradrenalin iz simpatičnega živčevja. 
  Poveča krvni tlak. 
  Povzroči migreno. 
triptamin triptofan Poveča krvni tlak. 
2.6 KAKO ZMANJŠATI KOLIČINO BIOGENIH AMINOV V ŽIVILIH 
2.6.1 Pakiranje 
Pakiranje živil v modificirano atmosfero ali v ogljikov dioksid zelo podaljša obstojnost 
živil, saj preprečuje rast bakterij, ki tvorijo histamin. Prav tako pakiranje v vakuumu in 
skladiščenje pri temperaturi 4 °C zmanjša možnost za nastanek biogenih aminov, v 
primerjavi s skladiščenjem brez vakuuma. Učinkoviti so tudi pogoji brez kisika, kjer kisik 
odstranimo z zato namenjenimi lovilci kisika (Doeun in sod., 2017). 
2.6.2 Aditivi 
Konzervansi in nekateri drugi aditivi močno pripomorejo k zmanjšanju tveganja za 
nastanek biogenih aminov v živilih. V prehranskih obratih se uporabljajo določeni aditivi, 
ki pripomorejo k zmanjševanju biogenih aminov. Spodaj je naštetih nekaj primerov: 
• dodatek D-sorbitola, jantarne, jabolčne in askorbinske kisline skuši, ki je skladiščena 
pri temperaturi 25 °C 10 dni; 
• dodatek citronske kisline v vloženem zelju; 
• dodatek kalijevega sorbata in askorbinske kisline v klobase; 
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• dodatek 0,5 do 1 % sladkorja starterski kulturi za fermentacijo klobas; 
• 5 % dodatek česnovega ekstrakta v fermentirane inčune; 
• 6 % dodatek soli zmanjša tvorbo tiramina, putrescina, kadaverina in feniletilamina v 
klobasah; 
• 3,5 in 5,5 % dodatek soli prepreči razvoj biogenih aminov v miso omaki; 
ampak: 
• pretiravanje s soljo prav tako ni priporočljivo, saj naj bi 13-15 % dodatek soli v skuši 
povečal vsebnost histamina (Doeun in sod., 2017). 
2.6.3 Visok tlak 
Visok tlak zmanjša vsebnost bakterij v svežih surovinah in kasneje tvorbo biogenih 
aminov v izdelkih. Lanciotti in sod. (2007) so dokazali, da ima sir, narejen iz mleka 
tretiranega z visokim tlakom, 2,5-krat manj biogenih aminov kot sir, narejen iz 
netretiranega mleka. Visok tlak naj bi zaviral sintezo kadaverina in putrescina ter povečal 
vsebnost spermina in tiramina. Uspešnost zmanjšanja biogenih aminov je odvisna od 
uporabljenega tlaka. 
2.6.4 Starterske kulture 
Različne starterske kulture imajo različen vpliv na tvorbo biogenih aminov. Obstajajo 
sevi, ki pospešijo ter sevi, ki zavirajo njihov nastanek. Končna vsebnost biogenih aminov 
ni povezana samo s sintezo le-teh, ampak tudi s sintezo encimov, ki lahko katalizirajo 
oksidacijo biogenih aminov, kot so monoamin- in diamin-oksidaze. Uporaba selektivnih 
starterskih kultur lahko prepreči akumulacijo aminov v živilih, kot so klobase, vino, ribja 
omaka in zorjen sir (Doeun in sod., 2017). 
2.6.5 Druge metode 
Obstajajo tudi določene metode, ki so prav tako uspešne pri zmanjševanju biogenih 




• temperatura procesa in skladiščenja (Doeun in sod., 2017). 
2.7 KROMATOGRAFSKE METODE ZA DOLOČITEV BIOGENIH AMINOV 
Poleg fiziološkega učinka, ki ga imajo s hrano zaužiti biogeni amini, služijo tudi kot 
indikatorji kvara živil, zato je smiselno, da se njihova količina v živilih ustrezno 
nadzoruje. Poznamo različne analitične metode kvalifikacije in kvantifikacije biogenih 
aminov v živilih in tudi različne postopke predhodne priprave vzorcev za izboljšanje 
občutljivosti določitve (Loukou in Zotou, 2003). Med najpogosteje uporabljene analitične 
metode spadajo tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), plinska 
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kromatografija (GC), kapilarna elektroforeza (CE) in elektroanalitične metode (Önal in 
sod., 2013). 
V okviru magistrskega dela smo uporabljali HPLC metodo, pri čemer smo biogene amine 
predhodno ustrezno pripravili oz. derivatizirali. Derivatizacijo se izvaja z namenom 
boljše učinkovitosti separacije na kromatografski koloni in lažje detekcije. Najbolj 
pogoste metode za analizo biogenih aminov s pomočjo HPLC so predstavljene v 
preglednici 4.  
Preglednica 4: Najbolj pogoste kromatografske metode, za določanje biogenih aminov v živilih 
(Mohammed in sod., 2016). 
Biogeni 
amini 
Topilo DR Dimenzije 
kolone/stacionarne 
faze 
Mobilna faza Detektor 
različni HClO4 OPA (250 mm × 4.6 
mm), 5 µm 




različni TCA Dn-Cl (250 mm × 3 mm), 
10 µm 
gradientna elucija: metanol, 
acetonitril, ocetna kislina 
UV (254 nm) 
različni TCA Dn-Cl (250 mm × 4.6 mm) heksan, etil acetat FD 
(ex333/em470) 
različni HCl OPA (300 mm × 3.9 
mm), 10 µm 
A: natrijev acetat, dietil eter, 
B: etanol, acetonitril, 
natrijev oktan sulfonat 
FD  
(ex 340/em 445) 
TYR TCA Dn-Cl (125 mm × 4 mm), 
5 µm 
A: amonijev acetat, 
B:acetonitril 
UV (254 nm) 
različni HCl OPA (200 mm × 4.6 mm) ocetna kislina in acetonitril FD 
(ex230/em440) 
različni HCl Dn-Cl (150 mm × 4.6 
mm), 3 µm 
A: dihidrogen fosfat, 
dimetilformamid, 
trimetilamin, B: acetonitril, 
terbutileter, voda 
UV (436 nm) 
različni HClO4 OPA (150 mm × 3.9 
mm), 4 µm 
oktanosulfonska kislina FD 
(ex340/em445) 
različni TCA OPA (150 mm × 6 mm) A: natrijev hidroklorid, 
natrijev heksanosulfat, B: 
topilo A in metanol 
FD  
(ex345/em 455) 
Okrajšave: TYR - tiramin, OPA - o-ftalaldehid, TCA - trikloroocetna kislina, Dn-Cl - danzil klorid, FD - 
fluorescenčni detektor. 
Metode, navedene v preglednici 4, temeljijo na reakcijah derivatizacije in procesu ločbe 
na kromatografski koloni z reverzno fazo (nepolarna) ter detekciji, ki temelji na merjenju 
absorbance v UV delu spektra, ali fluorescenci (F). Derivatizacija je pomemben korak v 
takšni analitiki, saj z njo zmanjšamo polarnost molekule ter tako olajšamo separacijo. 
Vezana funkcionalna skupina nam tudi omogoči detekcijo z UV ali fluorescenčnim 
detektorjem (Önal in sod., 2013). Pri našem eksperimentu smo v ta namen uporabili 
derivatizacijski reagent danzil klorid, ki daje dober fluorescenčni odziv in relativno 
stabilne derivate sulfonamidov. Njihova funkcija je, da izboljšajo kromatografske 
lastnosti, ker omogočijo enostavno ekstrakcijo po derivatizaciji in pred nanosom na 
kolono.  
V širši uporabi sta še dva derivatizacijska reagenta, in sicer o-ftalaldehid in dabsil-klorid. 
Dobra lastnost o-ftalaldehida, v primerjavi z ostalimi reagenti, je hitra reakcija z amini 
(Mohammed in sod., 2016). Njegova pomanjkljivost je, da reagira le s primarnimi 
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skupinami aminov. Dabsil klorid in danzil klorid reagirata s primarnimi in sekundarnimi 
amino skupinami, kar je pomembno, če hočemo derivatizirati tudi funkcionalne skupine 
spermina in spermidina (Loukou in Zotou, 2003). 
Pri analizi biogenih aminov v živilih se je izkazalo, da je meja detekcije z UV svetlobo 
višja in nam fluorescenčni detektor, ki je bolj selektiven (manjši šum), poveča 
občutljivost (Li in sod., 2014). 
Za visokotlačno kromatografijo potrebujemo instrument, ki omogoča delo pri tlakih do 
400 ali celo 500 bar (40-50 MPa) (Rudan Tasič in sod., 2007).  
Detektorji zaznajo in z njimi posredno določimo količine snovi, ki se eluirajo iz kolone. 
Meritev poteka kontinuirno in na osnovi časa zadrževanja na koloni oz. Ve, ki je pri 
ustreznih pogojih separacije karakterističen za posamezno snov, določimo njeno 
skladnost s standardom (največkrat komercialno dostopna spojina). Nekateri detektorji 
zaznajo razlike v fizikalnih lastnostih mobilne faze in v njej raztopljenih snovi, npr. z 
merjenjem lomnega količnika (RIC, angl. refractive-index detectors), gostote, 
dielektrične konstante, električne prevodnosti (konduktometrični detektorji). Drugi 
detektorji so bolj specifični in z njimi zaznamo lastnosti topljenca (angl. solute property 
detectors), npr. absorpcijo svetlobe (UV-, IR-detektor), fluorescenco (fluorescenčni 
detektor), elektrokemijske lastnosti analita, radioaktivnost itd. (Rudan Tasič in sod., 
2007). Med kromatografskimi detektorji se v zadnjem času vse več uporablja masni 
detektor, kjer lahko na osnovi podatkov iz masnega spektra spojino identificiramo tudi 
brez ustreznega standarda. 
Izbira detektorja je odvisna od komponent, ki jih želimo določiti, vezana pa je tudi na 
poznavanje osnovnih lastnosti samega detektorja, med katerimi so najpomembnejši 
parametri linearnost, občutljivost in šum. Poleg omenjenih moramo upoštevati tudi 
parametre, kot so odvisnost analiznega signala od volumskega pretoka, temperature in 
sestave mobilne faze, ter faktorjev kot so geometrija in volumen merilne celice, 
sprememba topljenca v detektorju, enostavnost rokovanja in vzdrževanja ipd. (Rudan 
Tasič in sod., 2007). 
2.7.1 UV detektor 
UV detektor spada v skupino detektorjev absorbance. Ti zagotavljajo dobro občutljivost 
na komponente, ki absorbirajo svetlobo. V tem območju dobro absorbirajo organske 
spojine z aromatskimi obroči. Če molekula nima takšnega strukturnega reagenta, jo lahko 
pred separacijo ali celo po separaciji kemijsko modificiramo (derivatizacija). Ti detektorji 
so enostavni za rokovanje in zagotavljajo stabilnost, saj manjše razlike v fizikalno 
kemijskem okolju največkrat le malo vplivajo na signal. Med analizo se svetlobni žarek 
usmeri skozi prozorno, brezbarvno stekleno celico, imenovano pretočna celica. Ko UV 
žarek obseva pretočno celico, vzorec absorbira del svetlobe. Intenziteta svetlobe, ki se 
absorbira, je torej odvisna od prisotnosti (koncentracije) topljenca v volumnu, ki se v 
določenem trenutku nahaja v pretočni celici. Razlika intenzitete izhodne svetlobe med 
mobilno fazo s topljencem in mobilno fazo brez njega, je v direktni povezavi s 
koncentracijo analita. Logaritem kvocientov intenzitet svetlobe, po izhodu iz celice za 
mobilno fazo topila in mobilno fazo z analita, je absorbanca in le-ta je v linearni povezavi 
s koncentracijo. Absorbanca je odvisna tudi od valovne dolžine svetlobe, zato je 
pomembno, da izberemo valovno dolžino primerno za tip analita, kar pomeni, da ta pri 
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izbrani valovni dolžini absorbira. Za UV detekcijo biogenih aminov derivatiziranih z 
danzil kloridom se najpogosteje uporablja valovna dolžina 254 nm (Taylor, 2015). 
2.7.2 Fluorescenčni detektor 
Prednost metod z uporabo fluorescence je predvsem velika selektivnost, saj le malo snovi, 
ki absorbirajo v UV delu spektra, tudi fluorescira. Z izbrano valovno dolžino vzbudimo 
molekule analita in te emitirajo svetlobo (fluorescenco) pri višjih valovnih dolžinah. Tako 
kot pri absorbanci je tudi pri fluorescenci intenziteta emitirane svetlobe sorazmerna 
koncentraciji analita. Določene spojine (npr. amini brez aromatskih obročev), ki nimajo 
fluoroforov oz. je izkoristek fluorescence zelo majhen, je mogoče derivatizirati s 
fluorofori, kot je na primer danzil klorid (Dolan, 2016). 
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Živila 
V spodnjih preglednicah so zbrani podatki o analiziranih vzorcih živil. 
Preglednica 5: Podatki o vzorcih semen. 
Seme Latinsko poimenovanje Prodajalec Uporaba do 
Serijska 
številka 
Redkev Daikon Raphanus sativus Amarant kooperativa d. o. o. 30. 09. 2019 28-09-17 
Brokoli Brassica oleracea Amarant kooperativa d. o. o. 30. 09. 2019 21-09-17 
Kreša Lepidium sativum Amarant kooperativa d. o. o. 30. 11. 2018 17-08-17 
Rukola Eruca sativa Amarant kooperativa d. o. o. 31. 03. 2018 ni podatka 
Gorčica Sinapis alba Semenarna Ljubljana d. d. 15. 10. 2018 V148/39 
Redkev Daikon Raphanus sativus Semenarna Ljubljana d. d. 15. 10. 2018 V1816/21 
Grah Pisum sativum Amarant kooperativa d. o. o. 31. 05. 2019 06-07-17 
Čičerika Cicer arietinum L. Amarant kooperativa d. o. o. 30. 11. 2018 20-11-17 
Zeleni mungo 
fižol Vigna radiata Semenarna Ljubljana d. d. 15. 10. 2018 V151/40 
Lucerna (alfa-alfa) Medicago sativa Amarant kooperativa d. o. o. 30. 09. 2019 28-09-17 




PRO-S.O.L. 12. 2020 NG0013 
Bob aguadulce 
supersimonia Vicia faba PRO-S.O.L. 12. 2020 AG0521 
Leča Lens esculentum Amarant kooperativa d. o. o. 31. 03. 2019 19-02-18 
Sončnično seme Helianthus annuus Žito d. o. o. 10. 09. 2018 ni podatka 
Laneno seme Linum usitatissimum Agona d. o. o. 15. 10. 2018 180110DF 
Pšenična trava Triticum aestivum Amarant kooperativa d. o. o. 08. 09. 2018 20-11-17 
Sabljasti triplat Trigonella foenum-graecum Amarant kooperativa d. o. o. 31. 03. 2018 06-07-17 
Amarant Amaranthus tricolor Rapunzel 19. 03. 2019 V1408 
Črni sezam Sesamum indicum Dragon organic ni podatka ni podatka 
Chia Salvia hispanica Lidl 31. 08. 2019 1701001 
Oves Avena sativa Vila natura 03. 01. 2019 ni podatka 
Soja Glycine max Rapunzel ni podatka ni podatka 
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Preglednica 6: Podatki o vzorcih mesa in mesnih ter ribjih izdelkih. 




meso ni podatka Nemčija 04. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
kastrat, suha 
salama ni podatka Nemčija 04. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
merjasec, sveže 
meso ni podatka ni podatka 04. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
merjasec, suha 
salama ni podatka ni podatka 04. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
imunokastrat, 




ni podatka ni podatka ni podatka 04. 07. 2018 ni podatka 
tomahawk, suho 
zorjeno 
meso (1 mesec) 
ni podatka ni podatka ni podatka 04. 07. 2018 ni podatka 
kaviar Gottfried Friedrichs KG ni podatka 04. 07. 2018 ni podatka 
39827/4026
9 
losos VG Italy srl Litva 14. 06. 2018 13. 06. 2018 U1256353 18G016 
losos 1, v roku 
uporabe VG Italy srl Litva 14. 06. 2018 13. 06. 2018 
U1256353 
18G016 
losos 2, pretečen 
rok uporabnosti VG Italy srl Litva 05. 07. 2018 13. 06. 2018 
U1256353 
18G016 
Preglednica 7: Podatki o vzorcih fermentiranih omak in kalčkov. 







sojina omaka Guangdong PRB BIO-TECH Co., Ltd. Kitajska 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
shoyu sojina 
omaka BioZone Mercator ZDA 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
tamari sojina 




BioZone Mercator ni podatka 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
teriyaki ni podatka ni podatka 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
ribja omaka 
(Inproba) ni podatka ni podatka 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
ribja omaka 
(Blue Dragon) ni podatka ni podatka 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
hatcho miso ni podatka ni podatka 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
vloženi sojini 
kalčki ni podatka ni podatka 03. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
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Preglednica 8: Podatki o vzorcih fermentirane repe, fermentiranega zelja in svežega zelja. 
Živilo Distributer/ proizvajalec Poreklo 
Analizirano 
dne Rok uporabe 
Serijska 
številka 
k. repa (Eta) ETA Kamnik d. o. o. Slovenija 04. 07. 2018 20. 07. 2018 L07918 
k. repa 
(Mercator) Kmetija Jerin Janez Slovenija 04. 07. 2018 14. 12. 2018 ni podatka 
k. zelje 
(Mercator) Kmetija Jerin Janez Slovenija 04. 07. 2018 29. 03. 2019 ni podatka 
k. zelje 
(Burgox) Burgox d. o. o. Slovenija 04. 07. 2018 26. 07. 2018 ni podatka 
sveže zelje Mercator Slovenija 04. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
Preglednica 9: Podatki o vzorcih mleka in mlečnih izdelkov. 
Živilo Distributer/proizvajalec Poreklo Analizirano dne Rok uporabe 
kefir 1,1 % m.m. Mlekarna Planika Slovenija 03. 07. 2018 znotraj roka uporabe 
kislo mleko Mlekarna Planika Slovenija 03. 07. 2018 znotraj roka uporabe 
mleko 3,5 % m.m. Mlekarna Planika Slovenija 03. 07. 2018 znotraj roka uporabe 
sirotka Mlekarna Planika Slovenija 03. 07. 2018 znotraj roka uporabe 
jogurt 3,5 % m.m. Mlekarna Planika Slovenija 03. 07. 2018 znotraj roka uporabe 
Preglednica 10: Podatki  o vzorcih sirov. 
Živilo Distributer/ proizvajalec Poreklo 
Analizirano 
dne Rok uporabe 
Serijska 
številka 
cottage cheese Bayernland eG Nemčija 05. 07. 2018 03. 08. 2018 ni podatka 
feta Roussas Dairy S.A. Grčija 05. 07. 2018 27. 01. 2019 540236 
kamamber-
skorja Noricum d. o. o. Avstrija 05. 07. 2018 04. 07. 2019 ni podatka 
kamamber-
sredica Noricum d. o. o. Avstrija 05. 07. 2018 04. 07. 2019 ni podatka 
pecorino-skorja La Fattoria Del Gennargentu SRL Italija 05. 07. 2018 25. 09. 2018 1618 
pecorino-
sredica 
La Fattoria Del 
Gennargentu SRL Italija 05. 07. 2018 25. 09. 2018 1618 
sir s plemenito 
plesnijo-skorja ni podatka 
ni 
podatka 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
sir s plemenito  
plesnijo-sredica ni podatka 
ni 
podatka 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
mohant Bohinjska sirarna Slovenija 06. 07. 2018 30. 10. 2018 ni podatka 
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Preglednica 11: Podatki o vzorcih moke. 







ržena moka Spar d. o. o. Avstrija 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
riževa moka Molino Rossetto S. p. A. Italija 06. 07. 2018 30. 05. 2020 LZ 150 
ajdova moka Žito d. o. o. Slovenija 06. 07. 2018 22. 11. 2018 L23111702 
bela pšenična 




GmbH + CO. Avstrija 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
bučna moka Infood GmbH ni podatka 06. 07. 2018 30. 11. 2018 L30112018 
konopljina 
moka Infood GmbH ni podatka 06. 07. 2018 30. 11. 2018 L30112018 
čičerikina moka Narajan d. o. o. Turčija 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
zeleni grah 
moka Hodmedod Ltd. 
Velika 
Britanija 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
lanena moka Rapunzel izven EU 06. 07. 2018 ni podatka ni podatka 
Preglednica 12: Podatki o vzorcih semen, iz katerih smo stiskali olje. 




semena ni podatka ni podatka 18. 06. 2018 ni podatka ni podatka 
bučna semena Hrib d.o.o. Slovenija 18. 06. 2018 ni podatka ni podatka 
soja ni podatka ni podatka 18. 06. 2018 ni podatka ni podatka 
sončnična semena Hrib d.o.o. Slovenija 18. 06. 2018 ni podatka ni podatka 
3.1.2 Kemikalije 
• agmatin sulfat (AGM), Sigma-Aldrich (Lot: MKBW7569V), Nemčija,  
• triptamin (TRP), Sigma-Aldrich (Lot: BCBQ3675V), Nemčija, 
• feniletilamin (PEA), Sigma-Aldrich (Lot: STBG6176), Nemčija, 
• putrescin (PUT), Sigma-Aldrich (Lot: BCBT5624), Nemčija, 
• kadaverin (CAD), Sigma-Aldrich (Lot: BCBT8711), Nemčija, 
• histamin (HIS), Sigma-Aldrich (Lot: BCBQ3927V), Nemčija, 
• 1,7-diamino heptan (IS), Sigma-Aldrich (Lot: STBG2472V), Nemčija, 
• tiramin (TYR), Sigma-Aldrich (Lot: BCBS5534V), Nemčija, 
• spermidin (SPD), Sigma-Aldrich (Lot: BCBJ9139V), Nemčija, 
• spermin (SPM), Sigma-Aldrich (Lot: BCBP9752V), Nemčija, 
• voda MilliQ, UL, BF z uporabo aparata Millipore, ZDA, 
• destilirana voda, 
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• 0,4 M HCl, Sigma-Aldrich, Nemčija, 
• 25 % amonijak, 
• aceton, Sigma-Aldrich, Nemčija, 
• derivatizacijski reagent - danzil klorid (C12H12ClNO2S), Sigma-Aldrich (Lot: 
BCBZ8431), 
• 2 M natrijev hidroksid (NaOH), Merck, ZDA, 
• nasičen natrijev karbonat (Na2CO3), Sigma-Aldrich, Nemčija, 
• 2 M natrijev hidrogen karbonat (NaHCO3), Merck, ZDA, 
• 2 M natrijev karbonat (Na2CO3), Sigma-Aldrich, Nemčija. 
3.1.3 Aparature 
• analitska tehtnica (Mettler), 
• vrtinčnik, 
• hladilnik z zamrzovalnikom, 
• pečica s termostatom (Kambič), 
• termoblok, 
• laboratorijska centrifuga, 
• Ultrathurax, 
• laboratorijski mlinček, 
• kuhalna plošča, 
• hidravlična tabletirka, SP300, Killian (IMA), Nemčija, 
• stiskalnica, 
• HPLC kromatograf. 
 
Ostala laboratorijska oprema: 
• avtomatske pipete, 
• čolniček za tehtanje, 
• kapalke, 
• 50 mL in 15 mL polipropilenske centrifugirke, 
• plastične epice oz. mikrocentrifugirke (1,5 in 2 mL), 
• zaščitne rokavice, 
• zaščitna očala, 
• alu folija, 
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• laboratorijska steklovina, 
• HPLC viale, 
• brizge, 
• membranski filtri iz najlona z velikostjo por 0,45 µm. 
3.2 METODE 
Princip derivatizacije biogenih aminov pred kromatografsko separacijo smo prevzeli po 
Ben-Gigirey in sod. (1998) in je v nadaljevanju podrobneje opisan. 
3.2.1 Standardi biogenih aminov 
Iz komercialno dostopnih standardov, ki smo jih med eksperimentom hranili v hladilniku, 
smo pripravili raztopine s koncentracijo 5 mg/mL vsakega standarda posebej. Kot topilo 
smo uporabili 0,4 M HCl. Te raztopine smo čez celoten eksperiment hranili v 
zamrzovalniku na -20 °C. Iz njih smo pripravili mešanico vseh standardov s koncentracijo 
posameznega amina 500 µg/mL, katero smo pri vsaki seriji vzorcev (vsaka analiza na 
HPLC sistemu) uporabili za umeritveno krivuljo v koncentracijah 50, 10, 3, 1 in 0,3 
µg/mL. 
Vse vzorce smo homogenizirali/ekstrahirali z raztopino internega standarda (10 µg/mL 
1,7-diamino heptan) v 0,4 M HCl. 
3.2.2 Derivatizacijski reagent 
Danzil klorid smo hranili v zamrzovalniku na -20 °C. Za analizo smo ga pripravili tako, 
da smo ga 100 mg raztopili v 11 mL acetona. Ker danzil klorid s časom razpade, ga je 
potrebno pripraviti tik pred začetkom derivatizacije. Po tehtanju smo preostanek 
derivatizacijskega reagenta prepihali z dušikom in shranili do ponovne uporabe. 
3.2.3 Priprava vzorcev 
3.2.3.1 Semena 
Zbrana semena za kaljenje kupljena od različnih proizvajalcev oz. distributerjev, smo 
analizirali najprej nekaljena in nato še kaljena. Kaljena semena so bila preko noči 
(približno 10 ur) namočena v vodovodni vodi. Odcejena smo nato pretresli na perforiran 
PVC (polivinil klorid) krožnik. Luknjice na dnu krožnika so omogočale odtekanje vode. 
Perforiran krožnik s semeni smo položili na košček vpojne pomivalke (zagotavljala je 
vlažnost, ne da bi semena stala v vodi), ki se je nahajal v neperforiranem plastičnem 
krožniku. Perforiran krožnik smo prekrili z listom papirja. Kalitev semen je potekala na 
sobni temperaturi (20-22 °C). Na vsakih 8 ur smo kaleča semena sprali z večjo količino 
vodovodne vode, s čimer smo se izognili mikrobiološki okužbi in izsušitvi semen. Kalčke 
smo vzorčili po treh dneh od trenutka, ko smo zaključili z namakanjem in pričeli s 
kaljenjem na perforiranih krožnikih. 
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Pri metuljnicah (leča) smo kaljeno seme razdelili na koreninico in klične liste (Zajec, 
2013), pri križnicah (daikon redkev) prav tako na korenino in klične liste (Oprešnik, 
2011) ter pri travah (pšenica) na koreninico in zrno (endosperm, kalček in zunanji ovoj) 
(Golob, 2018). Del kaljenih semen smo v pečici (na 110 °C) sušili do konstantne mase 
(med 4 in 6 ur). Iz razlik mas pred in po sušenju smo nato izračunali odstotek suhe snovi, 
kar smo uporabili pri izračunu vsebnosti biogenih aminov v suhi snovi. Semenom smo 
po zatehti v ustreznem razmerju dodali 0,4 M HCl z internim standardom in 
homogenizirali kot je opisano pod točko 3.2.4. Vzorce suhih semen smo homogenizirali 
v razmerju 1 : 10 (w/v) (rukolo 1 : 12, zaradi velike viskoznosti), kaljena semena in dele 
semen pa v razmerju 1 : 7 (1 del kaljenih semen (masa v g) + 7 delov 0,4 M HCl z internim 
standardom (volumen v mL). 
3.2.3.2 Meso in ribe 
Na katedri za tehnologijo mesa in vrednotenje živil na Biotehniški fakulteti smo pridobili 
vzorce svežega mesa in klobas ter zorjenega mesa. Podrobni podatki o vrstah mesa so 
prikazani v preglednici 6. 
Analizirali smo tudi dva, v trgovini kupljena vzorca dimljenega atlantskega lososa, od 
katerih je imel eden pretečen rok uporabnosti. Prav tako smo v analizo vključili tudi 
vzorec kaviarja. Rezultati so prav tako prikazani v preglednici 6. 
Tako mesne kot ribje izdelke smo zatehtali in dodali 0,4 M HCl v razmerju 1 : 10 (w/v) 
in izvedli homogenizacijo. 
3.2.3.3 Fermentirane omake 
Vsebnost biogenih aminov smo preverili v nekaterih fermentiranih omakah, ki se 
uporabljajo v azijski kuhinji in so prisotne na slovenskem trgu. Podrobni podatki o 
vzorcih so prikazani v preglednici 7. Vzorce smo redčili s 0,4 M HCl v razmerju 1 : 7 in 
jih homogenizirali z Ultrathurax-om. 
3.2.3.4 Fermentirana zelenjava 
Vzorčili smo kupljeno kisano zelje dveh znamk (Mercator in Burgox), pri čemer smo za 
kontrolo uporabili sveže belo zelje. Poleg tega smo vzorčili še kislo repo, prav tako dveh 
znamk (Eta Kamnik in Mercator). Vse vzorce smo redčili z 0,4 M HCl v razmerju 1 : 7 
in jih homogenizirali. 
3.2.3.5 Siri in mlečni izdelki  
Analizirali smo skupino sirov in mlečnih izdelkov. Vzorcema kamamberta in sira s 
plemenito plesnijo neznanega porekla smo ločili sredico od skorje, z namenom 
razlikovanja vsebnosti biogenih aminov v teh dveh živilskih matriksih. Vse vzorce smo 
redčili z 0,4 M HCl v razmerju 1:7 in jih homogenizirali. 
3.2.3.6 Kisla testa in moke 
Za pripravo kislih test smo uporabili bučno, konopljino, čičerikino, polnozrnato pšenično, 
rženo, ajdovo, belo pšenično, riževo, laneno moko in moko zelenega graha. V 500 mL 
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steklenih čašah smo zmešali 100 g posamezne moke in ji dodali 100 g vodovodne vode 
ter prekrili s parafilmom in pustili 5 dni fermentirati v termostatu s konstantno 
temperaturo 30 °C. Parafilm ni preprečil izmenjave plinov (pogoji niso bili striktno 
anaerobni), ampak smo z njim le preprečili pretirano izhlapevanje. Po petih dneh smo 
vzorcem izmerili pH (preglednica 13). Alikvotom vzorcev smo dodali 0,4 M HCl z 
raztopljenim internim standardom v razmerju 1 : 10 ter homogenizirali. Prav tako smo v 
enakem razmerju s 0,4 M HCl vzorčili svežo moko, iz katere smo pripravili kislo testo. 
Preglednica 13: pH mok in kislih test 
Moka pH mok pH kislih test po petih dneh 
bučna 5,52 5,17 
konopljina 5,81 5,44 
čičerikina 6,07 4,68 
polnozrnata pšenična 5,84 4,04 
ržena 5,48 3,95 
ajdova 5,62 4,24 
bela pšenična 5,54 3,57 
riževa n.d. 4,03 
lanena 6,25 5,93 
zeleni grah 5,88 4,35 
Okrajšave: n.d. - ni določeno 
3.2.3.7 Olja 
Za analizo smo izbrali semena rastlin, ki se uporabljajo za pridobivanje različnih vrst olj 
(soja, buča, sončnica, konoplja). Semena smo zmleli v laboratorijskem mlinčku ter jih 
polovico popražili v pečici (60 minut pri 130 °C, ventilatorski način) (slika 4). Polovico 
praženih semen smo analizirali brez stiskanja, iz druge polovice pa smo iztisnili olje. 
Enako smo naredili s polovico nepraženih semen. Olje smo stiskali v posebej za analizo 
izdelani stiskalnici, pri čemer smo ustrezen tlak (do 68,74 MPa) dosegli s tabletirko (slika 
5). Alikvotom zmletih semen (pražena in nepražena) smo dodali 0,4 M HCl z internim 
standardom, v razmerju 1 : 10 in jih homogenizirali z Ultrathurax-om. 
Iztisnjena olja smo ekstrahirali z 0,4 M HCl z internim standardom v razmerju 1 : 1 (500 
mg olja + 500 mL 0,4 M HCl z internim standardom). Sojinega olja smo dobili izjemno 
malo, zato smo ga ekstrahirali z 0,4 M HCl v razmerju 1 : 3 (200 mg olja + 600 µL 0,4 
M HCl z internim standardom). Vzorce smo močno premešali na vrtinčniku, da smo 
ekstrahirali čim več biogenih aminov iz olja v HCl, katero smo kasneje uporabili za 
derivatizacijo. Mikrocentrifugirke z vzorci smo na koncu dvakrat centrifugirali v 
centrifugi na 15 000 obratov na minuto in uporabili polarno fazo (spodnja) za 
derivatizacijo. 
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Slika 4: Zmleta semena pripravljena za praženje v pečici. 
 
 
Slika 5: Polnjenje stiskalnice z vzorcem (a, b), namestitev bata (c), inštalacija v tabletirko z uravnavanjem 
tlaka (d), pridobivanje olja (e). 
3.2.3.8 Oksidacija lanenega olja 
V okviru predhodnih študij so ugotovili, da biogeni amini zavirajo oksidacijo olj in 
stabilizirajo vitamin E (Gutirea, 2018). Zanimalo nas je, kako pospešeno staranje olja 
vpliva na biogene amine, ki delujejo kot antioksidanti. Ali pri tem razpadejo in ali se 
tvorijo kakšni razgradni produkti. V ta namen smo v laneno olje dodali izbrane biogene 
amine v koncentraciji 1 mmol/kg olja. Posamezen amin (spermin, spermidin, kadaverin 
in tiramin) smo raztopili v ustrezni količini olja ter 200 mg vzorca prenesli v 50 mL 
centrifugirko (vsak vzorec v 3 paralelke). Vzorce smo inkubirali 4 dni v temi pri 60 °C. 
Enako smo naredili s kontrolnim vzorcem (samo olje). Po štirih dneh smo vzorce 
ekstrahirali podobno kot smo to naredili z iztisnjenimi olji. Olje smo ekstrahirali z 0,4 M 
HCl v razmerju 1 : 4 (200 mg olja + 800 µL 0,4 M HCl z internim standardom). 
Ekstrahirane vzorce smo derivatizirali in analizirali na HPLC. 
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3.2.4 Homogenizacija 
Vse vzorce razen rastlinskih olj smo po dodatku 0,4 M HCl homogenizirali z Ultrathurax-
om pri 13500 rpm, dvakrat po 30 sekund. Med prvim in drugim homogeniziranjem smo 
počakali 30 sekund, da ne bi prišlo do pregrevanja vzorca. Med posameznimi vzorci smo 
Ultrathurax sprali z MilliQ vodo. V procesu optimizacije smo tudi preverili, ali spiranje 
z vodo (pri obratih dvakrat 30 sekund) po homogenizaciji z biogenimi amini bogatih 
vzorcev, učinkovito odstrani amine. Po spiranju smo dodali 0,4 M HCl z internim 
standardom, enako kot pri vzorcih. Po derivatizaciji takšne raztopine so bili vsi biogeni 
amini pod mejo detekcije (razen internega standarda, ki je dal normalen signal). 
Ugotovili smo tudi, da je nekajdnevno shranjevanje pri -20 °C primeren način za 
ohranjanje vsebnosti biogenih aminov, saj večjih razlik med takoj derivatiziranimi vzorci 
in tistimi, ki smo jih derivatizirali po nekajdnevnem shranjevanju v skrinji, nismo opazili. 
V članku, ki je predstavljal izhodišče za eksperimentalno delo povezano z derivatizacijo 
(Ben-Gigirey in sod., 1998), so za homogenizacijo/ekstrakcijo uporabljali HClO4. V 
okviru našega eksperimentalnega dela smo namesto HClO4 uporabili HCl enake molarne 
koncentracije. Za tak pristop smo se odločili, ker je HCl precej cenejša in tudi ni oksidant 
kot HClO4, kar bi lahko vodilo do oksidacije aminov med ekstrakcijo. HCl so za 
ekstrakcijo uporabljali nekateri drugi avtorji (Manetta in sod., 2016; Nadeem in sod., 
2019), vendar so derivatizirali po drugačnem postopku. 
3.2.5 Centrifugiranje 
Po homogenizaciji smo vzorce nekajkrat premešali na vrtinčniku in jih za 5 minut 
centrifugirali v 50 mL centrifugirkah pri 4000 g. Nato smo bistro fazo prenesli v 
mikrocentrifugirke (epice) in jih tokrat 5 minut še dodatno centrifugirali v 
mikrocentrifugi pri 10000 g. Supernatant smo potem uporabili pri derivatizaciji. 
Derivatizacijo smo izvedli največ 2 uri po pripravi vzorcev.  
3.2.6 Derivatizacija 
V 1,5 mL polipropilensko mikrocentrifugirko smo odpipetirali 250 µL ekstrakta (ali 
standardne raztopine v 0,4 M HCl). Temu smo dodali 50 µL 2M NaOH in 75 µL bistre 
raztopine nasičenega Na2CO3, ki smo ju pripravili v MilliQ vodi. Mešanico smo 
premešali na vrtinčniku. Nato smo dodali 500 µL derivatizacijskega reagenta v acetonu, 
premešali na vrtinčniku in 60 minut inkubirali v temi v termobloku pri 40 °C. 
Derivatizacijo smo prekinili s 25 µL 25 % amonijaka, pri čemer smo odstranili prebiten 
derivatizacijski reagent. Mešanico smo premešali na vrtinčniku. Po 30 minutah na sobni 
temperaturi smo dodali 350 µL acetona in 5 minut centrifugirali na 5000 g. Bistro 
raztopino smo preko filtra (z velikostjo por 0,45 µm) prenesli v HPLC vialo (Ben-Gigirey 
in sod., 1998). 
3.2.7 HPLC analiza biogenih aminov 
Vse kromatografske analize so bile opravljene na Katedri za analizno kemijo, Fakultete 
za kemijo in kemijsko tehnologijo Univerze v Ljubljani. 
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Po derivatizaciji smo amine ločili na koloni 00F-4605-E0 Kinetex 5μm XB-C18 100 Å 
150 x 4,6 mm z nepolarno stacionarno fazo. Uporabili smo gradientno elucijo mešanice 
MilliQ vode in acetonitrila z začetno mobilno fazo sestave 40 % acetonitrila in 60 % 
MilliQ vode. Sestava mobilne faze se je spreminjala po sledečem programu: 40 %-80 % 
acetonitrila v 25 min, 25 - 30 min 80-100 %, 30-35 min 100 % in 35-40 min 100-40 %, s 
pretokom 0,7 ml/min. Vsa topila in voda so bila primerne čistosti za HPLC analizo. 
Elucijski čas derivatiziranih biogenih aminov je odvisen predvsem od polarnosti nastalih 
derivatov. Za elucijo smo potrebovali gradient, ki poveča delež organske (nepolarne) 
faze. Z gradientom smo lahko iz kolone sprali tudi bolj nepolarne molekule. 
Eluirane derivate biogenih aminov smo detektirali z zaporedno vezanima detektorjema. 
Prvi po izhodu iz kolone je bil vezan UV/VIS detektor, nastavljen na valovno dolžino 254 
nm, temu je bil zaporedno vezan fluorescenčni detektor. Z valovno dolžino 350 nm smo 
vzbujali derivatizirane analite ter spremljali emisijo pri valovni dolžini 520 nm. 
Za obdelavo signalov smo uporabili programsko opremo Aglient ChemStation, s katero 
smo določili površine analiziranih biogenih aminov v vzorcih in standardnih raztopinah. 
Iz umeritvenih krivulj standardnih raztopin biogenih aminov različnih koncentracij, smo 
določili vsebnost (mg/100g) biogenih aminov v vzorcu preko sledeče relacije:  𝑣𝑠𝑒𝑏𝑛𝑜𝑠𝑡	𝑎𝑚𝑖𝑛𝑎 = ∗𝑘∗ ∗                                        ...(1) 𝑃 je površina signala določenega biogenega amina na kromatogramu (mAU*min za 
absorbnaco, signal*min za fluorescenco); 𝑘 je naklon umeritvene premice za določen biogeni amin. k je izražen v enotah 
mAU*min*mL*µg-1 oziroma signal*min* mL*µg-1. Kvocient P/k predstavlja 
koncentracijo posameznega biogenega amina v ekstrakcijski mešanici po homogenizaciji, 
oziroma koncentracijo v 250 µL raztopine vzorca, ki smo ga dodali v derivatizacijsko 
mešanico. 𝑉  (mL) je celoten volumen tekočine v homogenatu in predstavlja vsoto volumnov 
0,4 M HCl v kateri smo homogenizirali vzorec in volumen vode v samem vzorcu, ki smo 
ga določili preko suhe snovi. Zmnožek P*k -1*Vtopila predstavlja maso (µg) posameznega 
biogenega amina v celotni masi vzorca, ki smo ga homogenizirali. 𝑚  je masa zatehtanega vzorca v gramih. Ko delimo vsebnost posameznega amina 
(µg) v masi vzorca (g), dobimo kvocient µg/g. Če vsebnost izražamo v mg amina na 100 g 
vzorca, je potrebno kvocient deliti z vrednostjo 10. 
Koeficient 𝑘 smo izračunali preko slednje relacije: 𝑘 = ∑ ( ̅)( )∑ ( ̅)                                                   ...(2) 
kjer vrednosti x predstavljajo koncentracije posameznih standardnih raztopin (µg*mL-1), 
vrednosti y pa predstavljajo površine pod posameznim kromatografskim vrhom pri 
ustreznih koncentracijah standarda (mAU*min ali signal*min). Dejansko smo kvocient k 
izračunali s programom Excel kjer smo vnesli vrednosti integralov pri posameznih 
koncentracijah standardnih raztopin.  
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4 REZULTATI Z RAZPRAVO 
4.1 REZULTATI OPTIMIZACIJSKIH PROCESOV DOLOČANJA BIOGENIH 
AMINOV Z METODO HPLC 
4.1.1 Elucijski časi biogenih aminov 
Elucijske čase izbranih biogenih aminov smo določili tako, da smo posamezen biogeni 
amin skupaj z internim standardom (v prvi fazi je bil to heksilamin) derivatizirali, kot je 
opisano v poglavju 3.2.6. Koncentracija posameznega biogenega amina, kakor tudi 
internega standarda v 250 µL raztopine, ki smo jo uporabili pri derivatizaciji, je bila 50 
µg/mL. Kromatogrami posameznih biogenih aminov s spektrofotometrično in s 
fluorometrično detekcijo so prikazani v prilogah. Preglednica 14 prikazuje elucijske čase 
za detektirane biogene amine z obema detektorjem. Razviden je manjši zamik v elucijskih 
časih med obema detektorjema, saj so elucijski časi, določeni s fluorescenčnim 
detektorjem, za nekaj več kot 0,1 min daljši. To lahko pripišemo zaporedni vezavi 
detektorjev (fluorescenčni je za spektrofotometričnim). Pri kasnejšem delu na realnih 
vzorcih, kakor tudi standardnih raztopinah, smo opazili, da lahko elucijski časi med 
posameznimi meritvami nihajo do nekaj desetink minute (za enak način detekcije). Kljub 
temu nismo imeli problemov z identifikacijo kromatografskih vrhov (kateri vrh je kateri 
amin), saj je za vsak derivatiziran amin značilno tudi ustrezno razmerje med absorbanco 
in fluorescenco. Pri vsaki derivatizaciji (tudi pri slepi probi) se pojavljajo vrhovi, ki ne 
pripadajo derivatiziranim biogenim aminom in so predstavljali dodatno potrditev 
elucijskih časov. 
Preglednica 14: Elucijski časi (min) posameznih biogenih aminov pri UV in fluorescenčnem detektorju 
(F). 
Biogeni 
amini AGM TRP PEA PUT CAD HIS IS TYR SPD SPM 
UV 15,23 16,64 18,4 20,23 21,48 21,81 24,46 27,29 29,02 32,76 
F 15,35 16,76 18,52 20,39 21,6 21,9 24,64 27,41 29,15 32,91 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, IS - interni standard (1,7 - diamino heptan), TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin, 
UV - ultravijolična svetloba, F - fluorescenca. 
Kot interni standard smo prvotno uporabili heksilamin z elucijskim volumnom okoli 22. 
minute. Ker je bil njegov elucijski čas zelo blizu kadaverina (okoli 21,5 min) in histamina 
(okoli 21,8 min) ter bi se posledično pri vzorcih z veliko koncentracijo teh spojin lahko 
vrhovi prekrivali, smo v nadaljnjih eksperimentih za interni standard uporabili 1,7-
diamino heptan, ki ima elucijski čas okoli 24,7 minute in ni v območju elucijskih časov 
ostalih biogenih aminov. 
Na slikah 6 in 7 sta prikazana kromatograma posneta po injiciranju biogenih aminov v 
mešanici vseh standardov s koncentracijo 10 µg/mL (koncentracija se nanaša na 250 µL 
dodane raztopine v derivatizacijsko mešanico). Na sliki 6 je kromatogram posnet z UV 
detektorjem, na sliki 7 pa s fluorescenčnim detektorjem. Kromatogrami posameznih 
biogenih aminov se nahajajo v poglavju Priloge. 
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Slika 6: Kromatogram mešanice standardov s koncentracijo 10 µg/mL, posnet z UV/VIS detektorjem. 
Detekcija pri 254 nm. 
 
 
Slika 7: Kromatogram mešanice standardov s koncentracijo 10 µg/mL, posnet z fluorescenčnim 
detektorjem. Vzbujanje pri 350 nm in emisija pri 520 nm. 
Iz naših rezultatov smo ugotovili, da je relativna občutljivost na fluorescenčnem 
detektorju boljša za diamine in poliamine, slabša pa za monoamine. Od vseh analiziranih 
aminov je edino derivatiziran histamin tisti, ki slabo fluorescira kar pomeni, da smo 
njegovo koncentracijo določili samo spektrofotometrično. Pri vseh ostalih aminih smo 
integrirali tako vrhove pri spektrofotometrični kot fluorimetrični detekciji. To je 
predstavljalo neke vrste kontrolo, saj bi iz obeh kromatogramov načeloma morali 
pridobiti enake izračunane podatke o vsebnosti aminov (nanos enakega vzorca). 
Da smo iz integriranih signalov dobili informacije o koncentracijah posameznih biogenih 
aminov, smo iz povprečja koeficientov 𝑘, pridobljenih iz umeritvene krivulje 
standardnega dodatka z znanimi koncentracijami, preračunali koncentracijo amina v 
vzorcu. Posamezne površine pod kromatografskimi vrhovi za določeno koncentracijo 
standardnega dodatka so prikazane v poglavju Priloge. 𝑘-ji so predstavljeni v preglednici 
15 spodaj. Koeficient 𝑘 nam pove, za koliko se poveča signal ob spremembi koncentracije 
za 1 mg/L. Pri večjem koeficientu 𝑘, ob povečanju koncentracije za 1 mg/L, dobimo 
sorazmerno večjo površino pod kromatografskim vrhom.  
Preglednica 15: Vrednosti smernih koeficientov umeritvene premic za posamezne biogene amine na UV 
in fluorescentnem detektorju  
Koeficienti 𝑘 
Biogeni amini AGM TRP PEA PUT CAD HIS IS TYR SPD SPM 
UV (mAU*min*L/mg) 3,00 14,2 17,9 43,9 35,1 21,2 29,4 30,5 33,7 26,1 
F (signal*min*L/mg) 31,8 159 245 540 594 / 552 88,8 535 561 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, IS - interni standard (1,7 - diamino heptan), TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
Rešek T. Vsebnost in pretvorbe biogenih aminov v izbranih živilih.  
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Oddelek za živilstvo, 2019 
35 
Če pogledamo podatke v preglednici 15 vidimo, da se pri povečanju koncentracije za 1 
mg/L, na UV detektorju, površina pod kromatografskim vrhom tiramina (TYR) poveča 
približno 10-krat toliko kot površina agmatina (AGM), saj je njegov 𝑘 približno 10-krat 
večji. 
4.1.2 Vpliv časa derivatizacije pri  različnih vrednostih  pH 
Nekateri avtorji navajajo, da je učinkovitost derivatizacije odvisna od vrednosti pH 
(Özdestan in Üren, 2009) in se nekateri postopki derivatizacije izvajajo tudi v razmerah 
bliže nevtralnosti (Bailey in sod., 2003), zato smo se odločili preveriti, kako bi čas 
derivatizacije pri različnih vrednostih pH vplival na derivatizacijo biogenih aminov. 
V postopku derivatizacije se 250 µL ekstrakta, pripravljenega v 0,4 M HCl, doda 50 µL 
NaOH s koncentracijo 2 mol/L. V množinskem smislu se kislina in baza nevtralizirata, 
čeprav je v praksi potrebno upoštevati tudi prispevek vodne raztopine iz vzorca in 
določenih topljencev, ki imajo kislinsko-bazične lastnosti. Dejanska koncentracija HCl v 
ekstraktu je nedvomno manjša od 0,4 M, kar pomeni, da v sistemu vedno preostane 
prebitek baze in je tako pH med derivatizacijo odvisen tudi od deleža vode v vzorcu ter 
razmerja med vzorcem in raztopino HCl za homogenizacijo. 
Da bi preverili vpliv časa in vrednosti pH na derivatizacijo v našem postopku, smo 
namesto mešanice 50 µL 2 M NaOH in nasičenega Na2CO3 (75 µL) (PM1), katerega 
topnost je zelo odvisna od temperature in je pri temperaturah blizu sobni v območju od 
2-3 mol/L, v derivatizacijsko mešanico dodali 25 µL 2 M NaHCO3 in 100 µL 2 M 
Na2CO3 (PM2). pH reakcijske mešanice skupaj z dodanim HCl je bil v prvem primeru 
približno 13 in v drugem približno 11. Pomembno je izpostaviti, da je v primeru uporabe 
nasičenih raztopin topljencev, katerih topnost je zelo izrazita funkcija temperature, 
praktično nemogoče zagotoviti stabilen pH, kar je bil tudi eden od razlogov za to 
optimizacijo. 
Istočasno smo analizirali dva vzorca v štirih paralelkah. Ena paralelka s pH 11 in druga s 
pH 13. Paralelke so se razlikovale v času trajanja derivatizacije. Derivatizacijo smo torej 
preverili po 20, 60, 120 minutah in po 180 minutah pri pH 11. 
Na osnovi rezultatov te optimizacije smo pridobili podatke o tem, da tudi nekaj nižji pH 
občutno ne zmanjša izkoristkov derivatizacije (z izjemo agmatina). Do nižjega pH 
reakcijske zmesi bi lahko prišlo v primerih, ko bi vzorec vseboval veliko organskih kislin 
ali peptidov, ki bi delovali kot pufri in nižali pH. 
V preglednici 16 so prikazani rezultati derivatizacije vpliva vrednosti pH in časa 
derivatizacije pridobljeni s spektrofotometričnim detektorjem. 
Rezultate določitve smo predstavili z metodo indeksov s stalno osnovo. Indeks 100 za 
posamezen biogeni amin predstavlja določitev po 60 minutni inkubaciji. Ostale indekse 
smo izračunali s pomočjo formule: 𝐼 = ∙ 100                                                   ...(3) 
kjer Ix predstavlja indeks, 𝑃  je absolutna vrednost integrala pri času 60 minut za 
derivatizacijo, 𝑃  pa absolutna vrednost integrala pri času 𝑥, kjer je 𝑥	 ∈	{20,	60, 120, 180}. 
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Učinkovitosti PM1 nismo analizirali po 180 minutah derivatizacije, medtem ko smo 
izvedli derivatizacijo s PM2. Pri večini aminov se je izkazalo, da večjih razlik pri različnih 
časih derivatizacije ni. Tudi daljši čas inkubacije ni prispeval k večjim izkoristkom, bili 
so celo manjši. Na koncentracijo derivata biogenega amina v določenem časovnem 
intervalu vpliva tako hitrost derivatizacije, kot tudi hitrost razpada nastalega produkta. V 
skladu z rezultati smo se odločili, da bo derivatizacija potekala 60 minut.  





















AGM 82 75 100 100 82 121 86 
 
TRP 102 95 100 100 93 95 96 
 
PEA 102 103 100 100 95 99 98 
 
PUT 99 94 100 100 93 98 95 
 
CAD 110 103 100 100 93 99 93 
 
HIS 119 78 100 100 88 87 89 
 
TYR 92 94 100 100 88 97 106 
 
SPD 96 98 100 100 96 99 94  
SPM 113 101 100 100 118 97 117  
Okrajšave: PM1 - puferna mešanica 1 (2 M natrijev hidroksid (NaOH) in nasičen natrijev karbonat 
(Na2CO3); pH = 13), PM2 - puferna mešanica 2 (20 % 2M natrijevega hidrogen karbonata (NaHCO3) in 80 
% 2M natrijev karbonat (Na2CO3); pH = 11), AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT 
- putrescin, CAD - kadaverin, HIS - histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
4.1.3 Vpliv matriksa živila na izkoristek derivatizacije 
Vpliv realnega matriksa na izkoristek derivatizacije smo preverili na primeru sojine 
omake, ki poleg biogenih aminov vsebuje tudi veliko peptidov, ki nižajo pH med 
derivatizacijo. 
Sojino omako smo homogenizirali samo z dodanim internim standardom v raztopino 
0,4 M HCl, kakor tudi v primeru, ko so bili v HCl raztopljeni vsi standardi. Rezultati 
HPLC analize in spektrofotometrične detekcije so predstavljeni v preglednici 17. 
Vrednosti v oklepajih se nanašajo na teoretično vsoto koncentracij biogenih aminov v 
mešanici standardov in v sojini omaki. Edino za agmatin lahko trdimo, da ima matriks 
(sojina omaka) velik vpliv na izkoristek derivatizacije. Pri vseh ostalih aminih je vpliv 
izbranega matriksa manjši. Pri nekaterih standardih (CAD, TYR) je derivatizacija v 
prisotnosti sojine omake celo bolj učinkovita. Seveda na osnovi enega eksperimenta ne 
moremo narediti ustrezne statistične analize, a kljub vsemu lahko upoštevamo, da z 
izjemo agmatina, kompleksen matriks z veliko puferno kapaciteto kot je sojina omaka, 
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nima izrazitega vpliva na derivatizacijo analiziranih biogenih aminov. V nadaljevanju 
rezultatov tudi nismo korigirali glede na izkoristek derivatizacije v realnem matriksu. 
Zavedati pa se je potrebno, da je vsebnost agmatina, ki smo jo določili v posameznih 
živilih, lahko podcenjena. 
Preglednica 17: Vpliv sojine omake oz. matriksa živila na učinkovitost derivatizacije biogenih aminov 
Površina pod kromatografskim vrhom (mAU*min) - absorbanca 
 Sojina omaka + mešanica standardov s konc. 10 ug/mL Sojina omaka 
Mešanica standardov s konc. 10 
ug/mL 
AGM 15 (45)* 5 40 
TRP 187 (194)* 24 170 
PEA 354 (354)* 166 188 
PUT 2769 (2913)* 2426 487 
CAD 522 (448)* 201 247 
HIS 834 (856)* 491 365 
IS 276 (294)*  294 
TYR 3357 (3042)* 2785 257 
SPD 451 (460)* 63 397 
SPM 513 (561)* 219 342 
* Vrednosti v oklepajih se nanašajo na teoretično vsoto koncentracij biogenih aminov v mešanici 
standardov in v sojini omaki. 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, IS - interni standard (1,7 - diamino heptan), TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
Dejansko med obema metodama detekcije nismo ugotovili večjih razlik (tako pri 
standardih kot kasneje pri vzorcih), kar je bila še dodatna potrditev, da res določamo 
vsebnost izbranega amina, ne pa spojine, ki bi se koeluirala z derivatiziranim biogenim 
aminom. Ker smo pri fluorescenci imeli boljšo selektivnost (manj vrhov) in večjo 
intenziteto, smo vse podatke o vsebnosti aminov, ki jih navajamo v spodnjih 
preglednicah, pridobili na osnovi merjenja fluorescence (izjemo predstavlja že omenjeni 
histamin). V vse raztopine za ekstrakcijo (0,4 M HCl) smo dodajali tudi interni standard. 
Načeloma bi lahko pri izračunu vsebnosti aminov v posameznem vzorcu upoštevali tudi 
učinkovitost derivatizacije internega standarda v homogeniziranem vzorcu v primerjavi s 
tisto v standardnih raztopinah (ki jih nismo homogenizirali). Ker pa sama homogenizacija 
ni imela velikega vpliva na derivatizacijo (signali za interni standard v vzorcu oziroma v 
standardnih raztopinah so se razlikovali za največ 20 %; v večini primerov do 10 %), 
izkoristka derivatizacije internega standarda nismo upoštevali pri izračunu. 
4.1.3.1 Vpliv vrednosti pH v derivatizacijski mešanici poleg matriksa živila 
Vpliv vrednosti pH smo preverili tudi v odvisnosti od koncentracije standarda z in brez 
matriksa živila. V 0,4 M HCl, s katero smo homogenizirali sojino omako (7+1), smo 
dodali različne koncentracije mešanice standardov (1, 3, 10, 20 in 50 µg/mL). Hkrati smo 
pripravili tudi umeritvene krivulje s standardnimi raztopinami brez sojine omake. Slika 8 
prikazuje izmerjene površine pod kromatografskim vrhom za tiramin v sojini omaki, 
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oziroma sojini omaki z različnimi koncentracijami dodanega tiramina. Razberemo lahko, 
da smo tako v PM1 kot v PM2 določili podobno vsebnost tiramina v sojini omaki. S slike 
8 lahko razberemo, da je pH mešanice vseeno imela vpliv na določeno vsebnost tiramina 
v primeru dodanih standardov v sojino omako. Pri nižjem pH (PM2) smo ob dodatku 
večjih koncentracij standarda določili manj tiramina kot pri višjem pH (PM1). 
 
Slika 8: Uspešnost derivatizacije tiramina glede na pH derivatizacijske mešanice.  
Okrajšave: PM1 - puferna mešanica 1 (2 M natrijev hidroksid (NaOH) in nasičen natrijev karbonat 
(Na2CO3); pH = 13), PM2 - puferna mešanica 2 (20 % 2M natrijevega hidrogen karbonata (NaHCO3) in 80 
% 2M natrijev karbonat (Na2CO3); pH = 11) 
Derivatizacija v PM1 se je izkazala kot primerna, saj je matriks (sojina omaka) le malo 
vplival na izkoristek v primeru dodanega tiramina. Tudi pri ostalih biogenih aminih, z 
izjemo agmatina, smo ugotovili, da je derivatizacija v PM1 tudi v prisotnosti sojine 
omake ustrezna. Pri agmatinu je dodatek sojine omake rezultiral v precej nižjem 
izkoristku derivatizacije, tako pri mešanici karbonatov (PM2) kot v primeru dodatka 
NaOH in karbonata (PM1). Tudi tukaj se je izkazalo, da je mešanica karbonatov manj 
primerna, saj je izkoristek nižji. Večje odstopanje smo ugotovili še za spermin in 
spermidin, kjer v primeru mešanice karbonatov in sojine omake izkoristki dosegajo le 
okoli 50 % tistih, doseženih v primeru mešanice karbonata in NaOH. Umeritvene krivulje 
za spermin in spermidin so predstavljene v poglavju Priloge. 
V skladu z rezultati smo se odločili, da bomo derivatizirali 60 min z dodano mešanico 
karbonata in NaOH, ki daje tudi v zelo kompleksnem matriksu relativno dobre izkoristke 
za vse amine, razen agmatina. Kot je razvidno iz podatkov o vsebnosti agmatina v sojini 
omaki, ga le-ta ne vsebuje in zato slabša reaktivnost v tem matriksu ni relevantna. Večje 
vsebnosti agmatina smo določili v matriksih kot so kalčki, kjer predvidevamo, da je vpliv 
matriksa na derivatizacijo relativno majhen in so vsebnosti agmatina dokaj dober 
približek dejanski vsebnosti. 
4.2 VSEBNOST BIOGENIH AMINOV V IZBRANIH ŽIVILIH 
Po začetni optimizaciji eksperimentalnega protokola smo pristopili k analizi vsebnosti 
biogenih aminov v različnih živilih živalskega in rastlinskega izvora. Preverili smo 
vsebnost v nekaterih fermentiranih izdelkih, ki jih najdemo na trgovskih policah. 
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Pripravili smo tudi kisla testa iz mok različnih žit in stročnic in na ta način analizirali 
vpliv spontane fermentacije na vsebnost biogenih aminov. Vsebnost in sestava biogenih 
aminov se spreminja tudi v fazi kaljenja (Glória in sod., 2005), zato smo analizirali vpliv 
kaljenja na vsebnost v kalčkih semen izbranih stročnic in trav. Vsi rezultati, ki so 
predstavljeni v naslednjih poglavjih, so preliminarnega značaja. Ker eksperimentov 
nismo ponavljali, tudi ne navajamo napake pri podajanju rezultatov. Vsekakor pa bo 
rezultate možno s pridom uporabiti za načrtovanje dodatnih eksperimentov, saj so bile v 
mnogih primerih ugotovljene razlike v vsebnostih biogenih aminov med posameznimi 
vzorci zelo velike. 
4.2.1 Biogeni amini v kaljenih in nekaljenih semenih 
V preglednicah 18 in 19 so prikazani rezultati laboratorijske analize kaljenih in nekaljenih 
semen izbranih stročnic in žit. Vsebnost biogenih aminov je predstavljena v mg/100 g 
suhe snovi. V preglednici 18 so prikazani rezultati za tista žita in stročnice, kjer smo 
analizirali tako nekaljena semena, kakor tudi celotne kalčke (poganjki in ostanki 
endosperma skupaj). V preglednici 19 pa vidimo podatke le za kaljena semena, nekaljenih 
semen nismo analizirali. Kaljena semena vsebujejo v splošnem več biogenih aminov v 
suhi snovi kot nekaljena, opazne pa so velike razlike med posameznimi vrstami, kakor 
tudi med amini katerih vsebnost se spreminja med kaljenjem.  




 Biogeni amini (mg/100 g na suho snov) 
 AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
redkev 
daikon 
kaljena 342   27,9 1,02   47,5 4,35 
nekaljena 1,95   0,74 0,07   8,39 4,21 
brokoli 
kaljen 87,4   28,6 1,48   41,4 4,05 
nekaljen  2,29 0,18 0,38 0,17   8,69 1,68 
leča 
kaljena 10,4   17,0 25,8   20,8 3,96 
nekaljena 5,20 0,39  3,27 0,11   9,92 3,87 
pšenična 
trava 
kaljena 2,39   14,5 1,11   9,37 1,22 
nekaljena    0,40 0,07   2,39 0,86 
rukola 
kaljena 40,2 14,7  6,38 0,36   14,1 1,79 
nekaljena 5,21 2,91  1,55 0,16   11,7 1,87 
grah 
kaljen 13,5   23,4 29,8   12,9 4,60 
nekaljen    0,93 0,22   8,88 2,24 
zeleni 
mungo fižol 
kaljen    3,55 0,36   12,8 1,95 
nekaljen    0,32 0,12   8,18 8,81 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
Histamina, ki je v prehranskem smislu med najbolj nezaželenimi biogenimi amini, za 
razliko od nekaterih drugih avtorjev (Shalaby, 2000; Frias in sod., 2007), nismo 
identificirali ne v kalčkih in ne v semenih. Dejansko smo na kromatogramu pri 
retenzijskih časih, ki so blizu tistim za histamin, zaznali več kromatografskih vrhov, a 
relativna intenziteta (UV/fluorescenca), kakor tudi elucijski čas, sta se za izbrane vrhove 
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razlikovala glede na standard. Vsekakor je možno, da se histamin koeluira z nekaterimi 
ostalimi spojinami, vendar določene vsebnosti tudi v tem primeru ne bi bile visoke. Tudi 
tiramin, katerega povečan prehranski vnos lahko privede do povišanega tlaka, smo 
določili le pri enem vzorcu (kalčki nizkega fižola). Pri enostavnih poliaminih (putrescin, 
kadaverin) smo ugotovili, da kaljenje praktično v vseh primerih rezultira v povečani 
vsebnosti, medtem ko se vsebnost kadaverina izrazito poveča le pri nekaterih metuljnicah 
(leča, grah, sabljasti triplat, čičerika, lucerna). Na drugi strani pa smo za nekatere križnice 
(redkev diakon, brokoli, rukola, sabljasti triplat, gorčica) določili izrazito velike vsebnosti 
agmatina. 
Vsebnost poliaminov spermidina in spermina, katerih povečan prehranski vnos je 
pogostokrat zaželen in je zelo verjetno povezan tudi z ustrezno daljšo življenjsko dobo 
(Kiechl in sod., 2018), se je v večini primerov med kaljenjem povečala. Pri spermidinu 
velike vsebnosti izstopajo v kalčkih redkve, brokolija, sabljastega triplata, lucerne in 
gorčice. Vsebnost spermina je v splošnem nekajkrat manjša kot pri spermidinu, največ pa 
smo ga določili v kalčkih sabljastega triplata. 
Preglednica 19: Vsebnost biogenih aminov v kaljenih semenih. 
Kaljena semena 
Biogeni amini (mg/100 g na suho snov) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
sončnično seme    12,6 0,23   13,8 1,35 
kreša 9,71 9,49  5,83 0,21   15,8 3,36 
laneno seme 4,78   5,68 0,29   13,6 1,58 
bob  3,12   3,04 0,54   13,4 3,22 
redkev daikon (Valentin) 104   6,60 0,72   33,3 4,54 
sabljasti triplat 141   63,1 185   31,3 8,93 
čičerika    14,2 50,3   9,77 1,66 
nizki stročji fižol    2,71 0,22  12,0 8,33 2,02 
lucerna (alfa-alfa) 128   40,7 98,7   55,2 6,63 
gorčica 135   21,4 0,51   41,7 5,20 
Referenčne vrednosti iz literature 
Biogeni amini (mg/100 g na mokro snov) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
bob1 / 5,98 0,81 2,01 2,16 0,55 0,92 1,58 1,26 
čičerika1 / 19,6 0,38 3,33 2,25 1,28 0,37 2,10 1,67 
alfa-alfa2 / 0,00 0,00 3,76 5,70 3,51 2,22 3,84 3,62 
Vir: 1 (Shalaby, 2000), 2 (Frias in sod., 2007) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
V preglednici 20 so prikazane vsebnosti biogenih aminov v delih kaljenih semen. 
Vsebnost biogenih aminov je predstavljena v mg/100 g na suho snov. Pri nekaterih 
kalčkih smo analizirali samo del, ki predstavlja razvijajočo se korenino (“korenina”) in 
zgornji del razvijajočega se kalčka, na katerem se bodo oblikovali prvi pravi listi 
(“poganjek”). Endosperma, ki vsebuje zalogo hranil, nismo analizirali. Če seštejemo 
določene vsebnosti biogenih aminov (praktično so prisotni samo poliamini) ugotovimo, 
da je v koreninah tudi do 4-krat več poliaminov kot v poganjkih. Zelo velike razlike so v 
vsebnosti agmatina, ki ga v kalčkih fižola mungo ali ovsa nismo določili, medtem ko 
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vsebnosti tako v koreninah kot poganjkih redkve presegajo 200 mg/kg. Velike vsebnosti 
smo določili tudi v koreninah graha, medtem ko ga poganjek sploh ne vsebuje. Do velikih 
razlik prihaja tudi pri kadaverinu, kjer smo v koreninah stročnic graha in leče določili za 
dva velikostna razreda večje vsebnosti kot v poganjkih. Pri leči kadaverin predstavlja 
skoraj 1 % suhe mase korenine. Zelo velike vsebnosti kadaverina v koreninah stročnic so 
predhodno že ugotovili Su in sod. (2006). Kadaverin predstavlja substrat za encim diamin 
oksidazo. V reakciji, kjer se ena od amino skupin pretvori v aldehidno, se sprošča tudi 
vodikov peroksid, ki je ključna molekula za normalno rast korenine. Tudi za spemin in 
spermidin velja, da je v koreninah vseh kalčkov, z izjemo redkve, precej večja vsebnost 
v primerjavi s poganjki. Največje relativne razlike so pri pšenici, kjer je vsebnost 
spermidina v koreninah kar 20-krat večja kot v poganjkih. 
Preglednica 20: Vsebnost biogenih aminov v delih kaljenih semen. 
Deli kaljenega semena, deljeno 
na metuljnice, trave, križnice 
in stročnice 
Biogeni amini (mg/100 g na suho snov) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
grah 
(stročnica) 
poganjek   10,3 3,71   8,66 2,75 
korenina 125  153 304   43,7 16,9 
mungo 
(stročnica) 
poganjek   3,06 0,30   12,8 2,32 
korenina   9,29 2,08   25,3 2,98 
oves (trava) 
poganjek   10,8 0,32   4,43 0,54 
korenina   36,8 7,43   18,1 0,83 
leča 
(metuljnica) 
poganjek 8,33  11,7 4,78   13,9 3,79 




poganjek 331  36,1 0,65   45,0 3,42 




poganjek 0,99  8,77 0,82   3,06 0,64 
korenina 15,6  86,3 2,39   61,3 5,74 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
4.2.2 Biogeni amini v mesu in mesnih izdelkih 
Preglednica 21 prikazuje rezultate laboratorijske analize svežega in zorjenega mesa ter 
suhih salam. Vsebnosti biogenih aminov v svežem mesu so majhne, prevladuje spermin, 
kar se tudi sklada z literaturnimi podatki (Ruiz-Capillas in Jiménez-Colmenero, 2005).  
Najbolj pestro sestavo biogenih aminov smo ugotovili v suhi salami, pri kateri je 
fermentacija potekala brez starterske kulture. Salama vsebuje znatne količine histamina 
in tiramina. Določene vsebnosti so na zgornji meji tistih, ki so jih določili v obširni analizi 
tradicionalnih salam iz različnih evropskih držav (Latorre-Moratalla in sod., 2008). Suha 
salama iz mesa kastrata (pripravljena s starterjem) vsebuje manj biogenih aminov kot 
sveže meso kastrata. Zanimivo je pri vzorcih iz mesa merjasca ravno obratno. Suha 
salama merjasca vsebuje več biogenih aminov kot sveže meso merjasca. V suhih salamah 
se, v primerjavi s svežim mesom, nahajata tudi tiramin in triptamin. Možno je, da je 
avtohtona mikroflora prispevala k tvorbi biogenih aminov. V suho zorjenem mesu se je 
po enem mesecu tvorilo le malo biogenih aminov. 
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Preglednica 21: Vsebnosti biogenih aminov v svežem in zorjenem mesu ter zorjenih salamah. 
Meso 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
kastrat, sveže meso    0,11 0,06   0,20 3,71 
kastrat, suha salama    0,21    0,10 1,14 
merjasec, sveže meso    0,10 0,05   0,22 3,45 
merjasec, suha salama  0,19  0,84   0,20 0,67 5,71 
imunokastrat, suha salama 0,65   2,03 0,09  0,75 0,30 2,28 
klasično sušena salama, brez 
starterja  6,34 1,03 2,35 6,74 4,26 20,0 0,35 4,42 
»tomahawk«, suho zorjeno meso 
(1 mesec)    0,22   0,23 0,24 4,17 
Referenčne vrednosti iz literature 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
svinjina, sveže meso1 / / / 0,78 1,33 0,47 0 0,7 6,71 
vakuumsko pakirana govedina -7 
tednov/1°C1 / / / 1,8 5,4 0,3 0,6 0,3 2,5 
Vir: 1 (Ruiz-Capillas in Jiménez-Colmenero, 2005) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
4.2.3 Biogeni amini v ribah in ribjih izdelkih 
Preglednica 22 prikazuje rezultate laboratorijske analize ribjih izdelkov, kot sta dimljen 
losos in kaviar. Slednji vsebuje malo biogenih aminov, medtem ko je vsebnost biogenih 
aminov v dimljenem lososu veliko večja. Že vzorec lososa, ki je bil analiziran pred 
iztekom roka uporabnosti, ima dokaj visoke vsebnosti tiramina (8 mg/100 g). Zaužitje 
malo večje porcije (npr. 100 g) bi že lahko povzročilo zdravstvene težave pri bolnikih, ki 
jemljejo antidepresive, inhibitorje monoamin oksidaz, saj je meja, pri kateri se pojavijo 
glavoboli, lahko že pri 6 mg (za ostale je ta vrednost nad 10 mg) (Costa in Glória, 2003). 
Preglednica 22: Vsebnosti biogenih aminov v dimljenem lososu in kaviarju. 
Ribe in ribji izdelki Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
kaviar    0,25 0,02 0,20  0,05 0,04 
losos 1, v roku uporabe  0,15  1,04 0,13  7,9 0,54 1,07 
losos 2, s pretečenim 
rokom uporabnosti 
 0,33 0,47 1,92 4,37 4,50 56 1,91 2,70 
Referenčne vrednosti iz 
literature 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
losos1 / / / 0,02 0,12 0,00 0,11 0,10 0,47 
sardine 0 dni/4 °C1 / / / 1,34 0,39 1,95 0,00 0,12 0,00 
sardine 15 dni/4 °C1 / / / 11,4 10,0 20,3 1,63 0,76 0,29 
inčuni 0 ur/35 °C1 / / / 0,00 1,55 1,40 4,69 4,93 0,62 
inčuni 16 ur/35 °C1 / / / 26,0 86,3 201 27,3 5,52 2,71 
Vir: 1 (Visciano in sod., 2012) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
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Še hujšo reakcijo bi povzročil losos s pretečenim rokom uporabnosti, ki je bil s 
senzoričnega vidika še sprejemljiv (brez tujega vonja in okusa, le površina je bila »rahlo 
sluzava«. V tem konkretnem eksperimentu smo isti dan analizirali vzorce v neodvisnih 
paralelkah (ločeno smo homogenizirali po dva koščka vsakega pakiranja). V enem od 
pakiranj lososa smo določili  vsebnost tiramina kar 55 mg/100 g. Prav tako je bila 
povečana tudi vsebnost histamina, 4,5 mg/100 g, vendar ta še ni v količinah, ki bi lahko 
povzročila zastrupitev s histaminom.  
Doeun in sod. (2017) navajajo, da je porast biogenih aminov odvisna od trajanja 
shranjevanja rib in ribjih izdelkov in od temperature, pri kateri se živilo shranjuje. V 
preglednici 22 je prikazana tudi vsebnost biogenih aminov v sardinah/inčunih hranjenih 
pri različnih pogojih. Podatki so vzeti iz raziskave o biogenih aminih v ribjih izdelkih, ki 
so jo izvedli Visciano in sod. (2012). Zabeležili so velik porast v vsebnosti biogenih 
aminov v ribjih izdelkih, ki so bili več dni skladiščeni pri neprimerni (previsoki) 
temperaturi. 
4.2.4 Biogeni amini v fermentiranih omakah in kalčkih 
Preglednica 23 prikazuje rezultate laboratorijske analize fermentiranih sojinih omak, ribje 
omake, sojinih kalčkov in miso izdelka, ki so značilne sestavine azijske kuhinje. 
Fermentirane omake so na splošno zelo bogate z biogenimi amini, vendar se po navadi 
jedem dodajajo v manjših količinah oz. le kot začimba (okoli 20 g).  
Preglednica 23: Vsebnosti biogenih aminov v azijskih omakah in vloženih kalčkih z referenčnimi 
vrednostmi iz literature. 
Fermentirane 
omake in kalčki 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
sojina omaka  0,84 0,62 1,09 0,03 0,07 0,15 1,45 0,09 
shoyu sojina omaka 0,44 0,23 1,00 1,39  75,5 70,9 0,75 0,14 
tamari sojina omaka 
(Lima) 0,32 0,21 1,64 24,8 0,34 14,6 14,8 2,56 0,44 
tamari sojina omaka 
(BioZone) 0,37 2,83 3,09 2,20  115 122 2,23 0,45 
teriyaki 0,71 2,43 0,38 0,52 0,04  0,19 1,01 0,07 
ribja omaka (Inproba) 0,48 0,51 0,48 7,01 9,46 12,7 3,89 0,27 0,21 
ribja omaka (Blue 
Dragon) 1,03 1,70 0,64 5,08 10,6 10,9 7,31 1,01 0,80 
hatcho miso 0,29 0,63 0,65 1,19 0,13 0,17 0,28 0,27 0,06 
vloženi sojini kalčki 0,27   0,71 4,23   1,06 0,11 
Referenčne vrednosti 
iz literature 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
sojina omaka1 / 0,00 0,52 0,14 0,05 3,07 4,02 0,00 0,00 
ribja omaka2 / 0,87 0,03 0,24 0,89 3,94 0,09 0,09 0,52 
Vir: 1 (Guidi in Gloria, 2012), 2 (Tsai in sod., 2006) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
Ponovno izstopajo vsebnosti tiramina, ki so v shoyu in tamari sojinih omakah 
proizvajalca BioZone, v primerjavi z ostalimi proizvajalci, tudi do osemkrat višje. V njih 
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najdemo tudi veliko histamina (v shoyu 75 mg/100 g, v tamari pa 115 mg/100 g), katerega 
dovoljene vrednosti v živilih so 20 mg/100 g (Uredba komisije (ES) št. 2073/2005 z dne 
15. november 2005 o mikrobioloških merilih za živila, 2005).  
Analizirali smo tudi ribjo omako, pri kateri se je izkazalo, da vsebuje veliko histamina 
(okoli 11 mg/100 g) in največ kadaverina (okoli 10 mg/100 g) v primerjavi z ostalimi 
omakami. V spodnjem delu preglednice 23 so podatki, pridobljeni iz literature, s katerimi 
lahko primerjamo vsebnosti biogenih aminov. Nekatere omake, ki smo jih kupili v 
bližnjih trgovinah, vsebujejo precej več histamina in tiramina in bi lahko ob večjih 
zaužitih količinah tudi vplivale na pojav nekaterih neželenih simptomov (rdečica, povišan 
tlak, glavoboli). 
4.2.5 Biogeni amini v fermentirani zelenjavi 
Preglednica 24 prikazuje rezultate laboratorijske analize kislega in svežega zelja ter kisle 
repe. V splošnem lahko ugotovimo, da vsi analizirani vzorci kislega zelja in repe 
vsebujejo znatne količine histamina in tudi tiramina, medtem ko jih v svežem zelju ni. 
Primerjava z enim od literaturnih virov (Mayr in Schieberle, 2012) razkrije, da so 
vsebnosti v izdelkih, ki smo jih analizirali relativno velike. Ob upoštevanju dejstva, da 
lahko kislega zelja ali repe zaužijemo precej več kot npr. fermentiranih omak, lahko 
prevelik prehranski vnos sproži neželene učinke. Med fermentacijo se tvorijo tudi drugi 
amini, kot so triptamin, feniletilamin in agmatin, vsebnost spermina in spermidina pa se 
zmanjša. Izpostaviti je potrebno tudi velike vsebnosti putrescina v kislem zelju (okoli 21 
mg/100 g), katerega priporočena vsebnost v takšnem tipu živila naj ne bi presegala 14 
mg/100 g (Rauscher-Gabernig in sod., 2012). 
Preglednica 24: Vsebnosti biogenih aminov v vloženi repi in svežem ter vloženem zelju z referenčnimi 
vrednostmi iz literature. 
Fermentirana zelenjava 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
k.repa (Eta) 14,3 3,93 3,52 5,34 1,57 6,40 5,08 0,53 0,10 
k.repa (Mercator) 8,36 2,11 2,91 11,7 7,10 8,91 6,61 0,54 0,12 
k.zelje (Mercator)  0,70 0,07 21,6 1,44 6,21 5,14 0,36 0,13 
k.zelje (Burgox)  0,23 0,09 20,11 1,92 8,45 4,57 0,32 0,13 
sveže zelje    0,20 0,43   0,91 0,29 
Referenčne vrednosti iz 
literature 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
kislo zelje1 / 0,002 0,007 1,08 0,22 0,37 0,61 0,11 0,01 
Vir: 1 (Mayr in Schieberle, 2012) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
4.2.6 Biogeni amini v mlečnih izdelkih 
V preglednici 25 so predstavljeni rezultati laboratorijske analize mleka in mlečnih 
izdelkov kot so jogurt, kislo mleko, sirotka in kefir. V teh mlečnih izdelkih smo določili 
zelo majhne vsebnosti biogenih aminov, kar se sklada tudi z literaturnimi podatki (Linares 
in sod., 2011). Glede na to, da je večina analiziranih izdelkov pridobljena z mikrobno 
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fermentacijo lahko sklepamo, da le-ti niso rezultat spontane fermentacije (proizvajalci so 
uporabili čiste kulture), saj bi v nasprotnem primeru, zaradi pestre mikrobne združbe, 
zagotovo ugotovili povečanje določenih biogenih aminov. 
Preglednica 25: Vsebnosti biogenih aminov v mlečnih izdelkih. 
Mlečni izdelki 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
kefir    0,05    0,00 0,02 
kislo mleko    0,05    0,02 0,02 
mleko    0,06    0,01 0,02 
sirotka    0,05    0,01 0,01 
jogurt    0,05 0,03   0,02 0,02 
Referenčne vrednosti iz literature 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
mleko1 / / / 0,00 0,01 0,00 0,00 0,01 0,09 
sirotka1 / / / 0,03 0,02 0,03 0,07 0,02 0,00 
Vir: 1 (Linares in sod., 2011) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
4.2.7 Biogeni amini v sirih 
Preglednica 26 prikazuje rezultate laboratorijske analize izbranih svežih in zorjenih sirov.  
Preglednica 26: Vsebnosti biogenih aminov v sirih. 
Siri 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
cottage cheese    0,09    0,04 0,02 
feta  1,21 0,36 9,73 14,2  12,7 0,03 0,04 
kamamber-skorja  0,32  0,44 0,37  0,28 6,15 1,07 
kamamber-sredica    0,12    0,03 0,05 
pekorino-skorja 0,71 0,85  0,23 0,15 0,29  0,02 0,01 
pekorino-sredica    0,18 0,13 0,34  0,02 0,03 
»sir s plesnijo« -skorja  0,21  2,06 0,20  0,78 5,85 0,30 
»sir s plesnijo«-sredica    0,24 0,09 0,34 2,93 0,19 0,06 
mohant  27,4  38,2 2,34 6,46 71,6 0,05 0,04 
parmezan  0,23 0,08 0,15 0,13  0,71 0,05 0,06 
Referenčne vrednosti iz literature 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
feta1 / 5,74 4,94 193 82,8 84,6 246   
srednje trdi italijanksi sir2 / 1,20 0,90 7,50 1,50 2,80 2,90 0,70 0,40 
parmezan3 / 0,007 0,02 0,08 0,20 4,10 0,40 0,08 0,08 
Vir: 1(Linares in sod., 2011), 2 (Mayr in Schieberle, 2012), 3(Innocente in sod., 2007) 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
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V primerjavi z mlekom in fermentiranimi napitki (preglednica 25), vsebujejo siri v 
splošnem več biogenih aminov, čeprav, z izjemo mohanta, posebej velikih vsebnosti kot 
so jih določili na primer Linares in sod. (2011), nismo določili. 
Glede na to, da so bili siri kupljeni v trgovini in so del množične proizvodnje, so 
proizvajalci uporabili selekcionirane kulture, ki tvorijo malo biogenih aminov. Sir 
mohant (bohinjski sir, spontana fermentacija), seveda vsebuje precej več biogenih 
aminov. Poleg tiramina izstopa tudi triptamin (27,4 mg/100g), katerega učinki na zdravje 
še niso dobro raziskani. Izpostaviti je potrebno tudi dva sira s tako imenovano plemenito 
plesnijo, kjer smo v zunanjem delu (»skorja«) določili precej več spermina in spermidina. 
Vsebnosti so za velikostni razred ali dva večje kot v mleku, kar nedvomno kaže na to, da 
se kompleksni poliamini tvorijo tudi med mikrobno fermentacijo. Na površini sira 
kamamber, kjer je večja koncentracija kisika, se razrašča predvsem plesen Penicillium 
camemberti, ki bi v konkretnem primeru lahko tvorila oba omenjena poliamina (Montel 
in sod., 2014). 
4.2.8 Biogeni amini v moki in kislem testu 
 
Slika 9: Vzorci kislega testa pred homogenizacijo. 
Spontana fermentacija različnih rastlinskih mok, ki se jih vključuje v različne kruhe, je 
vse bolj popularna. Tako imenovane droži se počasi vključuje tudi v industrijske izdelke. 
Kisla testa dajejo produktom značilno aromo, vplivajo pa tudi na proces transformacije 
polimernih molekul med vzhajanjem in posledično na strukturne lastnosti in trajnost 
pekovskih izdelkov. Spontana fermentacija se kaže v kompleksnih mikrobnih združbah 
in v takšnih razmerah se lahko tvorijo tudi biogeni amini. V preglednici 27 so zbrani 
rezultati laboratorijske analize mok in kislih test, ki smo jih pripravili s spontano 
fermentacijo omenjenih mok. Med mlečnokislinsko fermentacijo se zniža pH testa, s 
čimer se ustvarijo pogoji za izražanje aminokislinskih dekarboksilaz v bakterijah 
(Bartkiene in sod., 2014). Vsebnost biogenih aminov je izražena v mg/100 g suhe snovi. 
V splošnem lahko ugotovimo, da nefermentirane moke vsebujejo manj biogenih aminov. 
To velja predvsem za biogene amine, ki nastanejo z dekarboksilacijo aminokislin. Tudi v 
nekaterih nefermentiranih mokah (ržena in konopljina), sta že pred dodatkom vode 
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prisotna histamin in tiramin. Najverjetneje je fermentacija delno že potekala (npr. 
prevelika vlažnost med skladiščenjem). Vsebnost večine biogenih aminov se močno 
poveča po fermentaciji in to pri posameznih mokah različno. Največje spremembe glede 
na samo moko smo opazili pri kislem testu ajde in čičerike. V kislem testu iz čičerike 
najdemo velike vsebnosti putrescina (228 mg/100 g), kadaverina (83 mg/100 g) in 
tiramina (92 mg/100 g). Na drugo mesto po raznolikosti in absolutni vsebnosti biogenih 
aminov se uvršča kislo testo iz ajdove moke, ki prav tako vsebuje velike količine 
putrescina (72 mg/100 g), kadaverina (48 mg/100 g) in tiramina (66 mg/100 g). Več kot 
10 mg/100 g tiramina smo določili v kislem testu iz riževe, konopljine in grahove moke, 
tudi vsebnost putrescina (ržena moka, moka iz bučnih semen) in kadaverina (polnozrnata 
pšenica) je bila v nekaterih kislih testih večja od 10 mg/kg.  
Preglednica 27: Vsebnosti biogenih aminov v moki in kislem testu. 
Moke in kisla testa 
Biogeni amini (mg/100 g na suho snov) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
rž          
ržena moka    0,90 0,44 3,64 0,45 2,71 1,01 
kislo testo - ržena  3,02  14,4 6,61 7,54 5,20 3,60 1,50 
riž          
riževa moka    0,21 0,05   0,38 0,56 
kislo testo - riževa  5,22 0,39 3,02 3,85  16,3 0,65 0,65 
ajda          
ajdova moka  0,13 0,11 0,97 0,20   3,54 3,70 
kislo testo - ajdova  1,77 3,41 72,2 48,3 6,84 66,1 2,59 2,80 
pšenica          
bela pšenična moka    0,24 0,23   0,71 0,29 
kislo testo - bela pš.    1,24 0,70   0,68 0,33 
polnozrnata pšenična moka    0,65 0,33   3,34 1,07 
kislo testo - polnozrnata pš.    2,45 31,9 4,07 0,95 2,10 0,91 
bučna semena          
bučna moka  1,46 0,40 2,74 1,39  0,78 7,88 4,90 
kislo testo - bučna  4,89 0,40 14,3 1,85  2,22 7,93 5,11 
konoplja          
konopljina moka  0,15 0,21 2,33 0,51 0,66 1,71 13,5 3,76 
kislo testo - konopljina  1,21 2,46 2,47 0,18 0,50 21,3 11,3 3,09 
čičerika          
čičerikina moka    1,03 0,53  0,88 11,5 3,79 
kislo testo - čičerikina  0,91 20,3 228,8 83,9  92,8 8,50 4,46 
zeleni grah          
zeleni grah moka    1,13 0,91   13,4 2,60 
kislo testo - zeleni grah   0,20 2,71 1,30  13,9 14,0 2,90 
lan          
lanena moka    1,09 0,53   7,34 0,55 
kislo testo - lanena    6,16 0,46  0,71 0,55 0,04 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
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Preliminarni rezultati kažejo na veliko pestrost poteka fermentacije pri različnih mokah. 
Na potek fermentacije vplivata tako sestava substrata (moka) kot tudi začetna okužba 
substrata z različnimi mikroorganizmi.  
4.2.9 Biogeni amini v stiskanih oljih 
V preglednici 28 so predstavljeni rezultati laboratorijske analize biogenih aminov v 
nepraženih in praženih semenih ter njihovih oljih. Semena smo pražili in iz njih iztiskali 
olje, saj smo želeli preveriti, ali se lahko le-ti do določene mere ekstrahirajo v olje, kjer 
so predhodno ugotovili, da so izredno učinkoviti antioksidanti (Gutirea, 2018). 
Primerjava rezultatov za vsa štiri semena razkrije, da se po praženju, s katerim smo želeli 
izboljšati učinkovitost ekstrakcije aminov v olja, vsebnost aminov v semenih zmanjša. 
Razlog za to bi bilo lahko izparevanje med praženjem, ali oksidacija aminov pri povišani 
temperaturi, kar so predhodno že opazili pri praženju kave (Casal in sod., 2004). Praženje 
tudi ni pozitivno vplivalo na izkoristek ekstrakcije aminov v sama olja, saj so bile 
ekstrahirane količine (vsebnost v oljih) zelo majhne. Skupna koncentracija poliaminov v 
npr. konopljinem olju presega 1 mg/L kar ustreza koncentracijskemu območju 10-5 
mol/L. 
Preglednica 28: Vsebnost biogenih aminov v nepraženih in praženih semenih ter njihovih oljih. 
Stiskana olja 
Biogeni amini (mg/100 g vzorca) 
AGM TRP PEA PUT CAD HIS TYR SPD SPM 
soja          
nepražena semena 4,25  0,14 1,26 2,19   17,6 5,21 
pražena semena 4,41   0,87 2,61   5,93 1,46 
olje iz nepraženih semen    0,02    0,02 0,01 
olje iz praženih semen    0,02    0,01 0,003 
buča          
nepražena semena 1,16 0,07  1,89 1,12  0,50 7,37 5,03 
pražena semena 1,20 0,41 0,04 1,70 0,96  0,35 6,50 3,55 
olje iz nepraženih semen    0,01    0,01 0,01 
olje iz praženih semen    0,01    0,01 0,004 
sončnica          
nepražena semena 0,79   0,15 0,55   5,04 3,13 
pražena semena 0,69 0,37  0,14 0,65   1,74 0,87 
olje iz nepraženih semen    0,01 0,003   0,02 0,01 
olje iz praženih semen    0,01 0,001   0,003 0,002 
konoplja          
nepražena semena 1,26 0,18  1,23 0,61  1,27 11,0 3,85 
pražena semena 1,07 0,34 0,10 0,77 0,48  2,11 3,02 0,59 
olje iz nepraženih semen    0,02 0,01   0,09 0,03 
olje iz praženih semen    0,01    0,005 0,002 
Okrajšave: AGM - agmatin, TRP - triptamin, PEA - feniletilamin, PUT - putrescin, CAD - kadaverin, HIS 
- histamin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
Antioksidativne učinke poliaminov so predhodno ugotovili (Gutirea, 2018) že pri 
koncentracijah 10-4 mol/L (najnižja uporabljena koncentracija), zato ne moremo izključiti 
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možnosti, da tudi v primeru konopljinega olja lahko izboljšajo oksidativno stabilnost, 
kljub nizki koncentraciji. Nenazadnje je lahko dejanska vsebnost biogenih aminov v olju 
še večja kot smo jo določili, saj obstaja možnost, da nismo ekstrahirali vseh aminov. 
4.2.10 Oksidacija lanenega olja 
V okviru magistrske naloge smo izvedli tudi eksperiment z modelnim oljem, ki ne vsebuje 
biogenih aminov, v katerega smo dodali le-te v koncentraciji 1 mmol/kg. Glede na 
molsko maso je nominalna vsebnost v olju pri dani koncentraciji za tiramin 
13,7 mg/100 g, kadaverin 8,8 mg/100 g, spermin 20,2 mg/100 g in spermidin 
14,5 mg/100 g. Analiza določene vsebnosti biogenih aminov v oljih razkrije, da smo že 
v oljih pred samo inkubacijo določili manj biogenih aminov od »pričakovanega«, za 
večino analiziranih aminov je določena vsebnost približno 20 % teoretične vsebnosti. Na 
rezultat bi lahko vplivala slabša topnost poliaminov v olju (olja z dodanimi amini smo 
centrifugirali pred ekstrakcijo), delna oksidacija v samem olju pred ekstrakcijo, ali slabši 
izkoristek ekstrakcije. Kljub vsemu lahko ugotovimo, da se amini do določene mere 
raztapljajo v olju, kar se sklada s predhodnimi ugotovitvami, da delujejo v olju kot 
antioksidanti (Gutirea, 2018).  
Iz podatkov v preglednici 29 je razvidno, da se vsebnost aminov po štirih dneh inkubacije 
pri temperaturi 60 °C močno zmanjša. Že predhodno so ugotovili, da sta spermin in 
spermidin dobra antioksidanta (Rider in sod., 2007), ki reagirata z reaktivnimi kisikovimi 
spojinami ter na ta način ščitita DNK pred poškodbami zaradi oksidativnega stresa. V 
olju z dodatkom spermina in spermidina se po štirih dneh pojavi tudi putrescin, kar se 
sklada s predhodnimi ugotovitvami, da ta nastaja iz spermina in spermidina v modelnih 
sistemih. Rijavec (2019) navaja, da sta glavna produkta razgradnje spermidina 1,3-
diaminopropan in putrescin, medtem ko se iz spermina tvorita spermidin in putrescin. 
Najverjetneje nastanejo pri razgradnji poliaminov tudi drugi oksidacijski produkti, kot so 
kisline in aldehidi, vendar jih z uporabljeno metodologijo nismo zaznali, oziroma se 
pretvorijo v neke druge produkte. 
Preglednica 29: Vsebnost biogenih aminov takoj (0) in po štirih dneh (4) od dodanega amina v laneno olje. 
Dodan amin v laneno olje Biogeni amini (mg/100 g olja) 
PUT CAD TYR SPD SPM 
tiramin 0   1,2   
tiramin 4   0,25   
kadaverin 0  2,64    
kadaverin 4  0,27    
spermidin 0    2,90  
spermidin 4 0,01   0,19  
spermin 0     4,4 
spermin 4  0,01  0,01 0,19 
kontrola 0      
kontrola 4      
Okrajšave: PUT - putrescin, CAD - kadaverin, TYR - tiramin, SPD - spermidin, SPM - spermin. 
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5 SKLEPI 
• Vzpostavili smo metodo za ekstrakcijo, derivatizacijo, separacijo in kvantifikacijo 
biogenih aminov spermina, spermidina, tiramina, triptamina, histamina, 
feniletilamina, putrescina in kadaverina. 
• Med kaljenjem stročnic in žit se poveča vsebnost poliaminov, medtem ko se 
prehransko nezaželeni poliamini kot sta histamin in tiramin ne sintetizirajo. 
• Tudi nekateri komercialno dostopni izdelki, ki so rezultat spontane fermentacije 
(fermentirane omake, kislo zelje in repa, nekateri siri), imajo povečano vsebnost 
biogenih aminov, ki nastanejo z mikrobno dekarboksilacijo aminokislin. 
• Kisla testa iz mok stročnic in žit, ki nastanejo s spontano fermentacijo, so lahko bogat 
vir prehransko nezaželenih biogenih aminov. 
• Praženje semen oljnic rezultira v zmanjšani vsebnosti biogenih aminov.  
• Kljub relativno veliki polarnosti, se nekaj biogenih aminov pri stiskanju zmletih 
semen ekstrahira v olje. 
• Vsebnost biogenih aminov se med staranjem olj pri povišani temperaturi zmanjšuje. 
Med razgradnimi produkti spermina smo identificirali spermidin in putrescin.  
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6 POVZETEK 
Osnovni namen magistrske naloge je bil vzpostaviti protokol za določanje vsebnosti 
biogenih aminov, kakor tudi določiti njihove vsebnosti v različnih živilih živalskega in 
rastlinskega izvora. Ker biogeni amini slabo absorbirajo v UV delu spektra in ne 
fluorescirajo, smo jih pred kromatografsko separacijo derivatizirali. Za pripravo 
derivatov smo uporabili danzil klorid. V okviru naloge smo analizirali devet biogenih 
aminov, in sicer spermin, spermidin, tiramin, triptamin, histamin, feniletilamin, agmatin, 
putrescin in kadaverin, kakor tudi 1,7 diamino heptan, ki v živilih ni prisoten in je služil 
kot interni standard. 
V prvem delu naloge smo se posvetili optimizaciji kromatografske separacije in 
derivatizacije. Kot osnovni protokol smo uporabili metodo, ki je bila že predhodno 
opisana (Ben-Gigirey in sod., 1998), le da smo za nakisanje ekstrakcijskega pufra v fazi 
homogenizacije namesto HClO4 uporabili HCl, ki je ravno tako močna kislina. Ugotovili, 
smo, da v modelnih sistemih pri omenjenih pogojih lahko določimo vse od zgoraj naštetih 
biogenih aminov. Derivatizirane amine smo ločevali na koloni z nepolarno stacionarno 
fazo 00F-4605-E0 Kinetex 5μm XB-C18 100 Å 150 x 4,6 mm. Uporabili smo gradientno 
elucijo mešanice MilliQ vode in acetonitrila s pretokom 0,7 ml/min. Določili smo 
elucijske čase za posamezno derivatizirane biogene amine, kakor tudi v mešanici. Za 
detekcijo smo uporabili zaporedno vezana UV in fluorescenčna detektorja. Določili smo 
relativno občutljivost spojin na obeh detektorjih, ki se je za posamezen amin razlikovala, 
kar nam je bilo v pomoč pri analizi vsebnosti v realnih vzorcih, saj je to razmerje značilno 
za vsak derivatiziran amin. Za derivat histamina je značilno, da slabo fluorescira. 
Preverili smo, kako različni pogoji vplivajo na izkoristek derivatizacije. Spreminjali smo 
vpliv časa derivatizacije (20, 60, 120 in 180 min), vrednost pH, pri katerem je potekala 
derivatizacija (11 in 13) in vpliv matriksa. Na osnovi rezultatov smo ugotovili, da je 
najbolj optimalen čas derivatizacije 60 minut. Za vzpostavitev prave vrednosti pH v 
derivatizacijski mešanici pa je bolje uporabiti puferno mešanico natrijevega hidroksida 
(NaOH) in natrijevega karbonata (Na2CO3), z vrednostjo pH okoli 13. Nižji pH, kakor 
tudi prisotnost realnega matriksa (sojina omaka), sta vplivala predvsem na manjše 
izkoristke pri agmatinu, medtem ko večjih vplivov na izkoristek derivatizacije ostalih 
aminov nismo ugotovili. V vseh eksperimentih, kjer smo analizirali vsebnosti biogenih 
aminov v živilih, smo v ekstrakcijski pufer dodali interni standard (1,7 diamino heptan). 
Na ta način smo preverjali, ali je derivatizacija učinkovita. Pri vsakodnevnih analizah, ko 
smo analizirali skupino vzorcev, smo pripravili tudi umeritvene krivulje iz mešanice 
standardov različnih koncentracij. 
Pred izvedbo eksperimentalnega dela smo postavili tri hipoteze: 
• predvidevali smo, da bomo uspeli vzpostaviti metodo za ekstrakcijo in določitev 
biogenih 
aminov v vzorcih živil; 
• predvidevali smo, da se bodo izbrana živila razlikovala tako v skupni koncentraciji 
kot v razmerju biogenih aminov, 
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• predvidevali smo, da bomo uspeli identificirati produkte, ki nastanejo iz biogenih 
aminov pri oksidaciji rastlinskih olj. 
Po potrditvi prve hipoteze in vzpostavitvi ustreznega protokola za ekstrakcijo, 
derivatizacijo in separacijo biogenih aminov, smo se lotili analize njihove vsebnosti v 
nekaterih vzorcih živil, za katere smo na osnovi literaturnih podatkov pričakovali, da 
bodo vsebovali različne biogene amine. Analizirali smo izbrana semena in iz njih 
pripravljene kalčke, fermentirane suhe salame, sveže meso, ribje izdelke, mleko in 
fermentirane mlečne izdelke, različne sire, fermentirane omake značilne za azijsko 
kuhinjo, kislo zelje in repo ter različne vrste moke in iz njih pripravljena kisla testa. 
Pri analizi semen in kalčkov smo ugotovili, da se v splošnem vsebnost biogenih aminov 
poveča, med posameznimi vrstami pa so velike razlike v vplivu kaljenja na profil in 
vsebnost biogenih aminov. Kaljenje ni vplivalo na povečano vsebnost prehransko najbolj 
nezaželenega biogenega amina histamina, saj ga nismo določili v nobenem vzorcu. Pri 
praktično vseh kaljenih vzorcih smo ugotovili povečano vsebnost putrescina, pri 
nekaterih stročnicah pa se je izjemno povečala vsebnost kadaverina. Povečala se je tudi 
vsebnost poliaminov spermina in spermidina, ki sta v prehranskem smislu zaželena 
(Kiechl in sod. 2018). Pri nekaterih križnicah smo ugotovili tudi močno povečano 
vsebnost agmatina. Podrobnejša analiza nekaterih kalčkov je pokazala, da je vsebnost 
biogenih aminov povečana predvsem v delih, ki se razvijejo v korenine. 
Pri mesu in mesnih izdelkih smo ugotovili, da nefermentirani izdelki vsebujejo predvsem 
spermin, medtem ko se pri fermentaciji poveča vsebnost biogenih aminov, ki nastanejo z 
dekarboksilacijo aminokislin. Povečanje je največje pri suhi salami, ki je bila pripravljena 
brez starterja in je potekala spontana fermentacija. Pri analizi lososovih rezin, 
pripravljenih za takojšnje zaužitje, smo pri enem od vzorcev ugotovili močno povečano 
vsebnost tiramina (56 mg/100 g), čeprav je bilo živilo analizirano še pred iztekom roka 
uporabnosti. Takšno živilo bi lahko ob zaužitju predstavljalo problem za zdravje. 
Pestro sestavo biogenih aminov, kakor tudi zelo velike vsebnosti prehransko 
problematičnih biogenih aminov histamina in tiramina, smo določili v nekaterih 
fermentiranih omakah, ki se uporabljajo v azijski kuhinj. Pri eni od omak je tako vsebnost 
histamina kot tiramina presegala 100 mg/100 g. Tudi fermentirana rastlinska živila, ki so 
značilna za naše okolje (kislo zelje, kisla repa) imajo pestro sestavo poliaminov. 
Vsebnosti za tiramin in histamin so v območju 5-10 mg/100 g, kar je manj kot v nekaterih 
fermentiranih omakah, a so še vedno relativno visoke, predvsem če vzamemo v obzir tudi 
zaužito količino živila v ustreznem obroku. 
V mleku in jogurtih ter sorodnih mlečnih izdelkih smo ugotovili majhno vsebnost 
biogenih aminov, kar najverjetneje odraža prakso, da se pri pripravi fermentiranih 
izdelkov takšnega tipa uporabijo predhodno selekcionirane mikrobne kulture. Enako 
lahko ugotovimo za večino analiziranih sirov z izjemo mohanta, tradicionalnega 
bohinjskega sira, katerega priprava temelji na spontani fermentaciji. Za ta sir je poleg 
tiramina značilna zelo velika vsebnost triptamina. 
Spontana fermentacija je imela velik vpliv tudi na tvorbo biogenih aminov v kislih testih, 
ki smo jih pripravili iz mok izbranih stročnic in žit ter psevdožit. Pri vseh mokah je 
potekala spontana fermentacija, zato na osnovi rezultatov ni možno potrditi, ali ima na 
tvorbo biogenih aminov večji vpliv sama sestava živila ali predhodna okužba z mikrobno 
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združbo. Največ biogenih aminov se je tvorilo v čičerikinem kislem testu, kjer je npr. 
vsebnost kadaverina presegla 200 mg/100 g, velika je bila tudi vsebnost putrescina in 
tiramina. Podoben profil aminov, le nekoliko manjše vsebnost, smo določili tudi v kislem 
testu iz ajdove moke. 
V zadnjem delu naloge smo se osredotočili na tretjo hipotezo, vezano na biogene amine 
v oljih. Ugotovili smo, da praženje semen oljnic rezultira v zmanjšani vsebnosti aminov. 
Majhen delež biogenih aminov iz praženih in nepraženih semen se lahko ekstrahira v olje, 
vendar so določene vsebnosti v ekstraktih olj premajhne, da bi lahko sklepali na 
antioksidativni učinek. Standardni dodatki aminov v olja, pri koncentracijah za katere so 
predhodno potrdili antioksidativni učinek, so nestabilni in se med inkubacijo pri 
temperaturi 60 oC razgrajujejo. Ugotovili smo, da sta med razpadnimi produkti spermina 
tudi spermidin in putrescin, medtem ko v staranih oljih z dodanim spermidinom tvorijo 
manjše količine putrescina. 
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PRILOGE 
Priloga A: Kromatogram agmatina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/Vis 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj). 
 
Priloga B: Kromatogram triptamina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/Vis 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj). 
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Priloga C: Kromatogram feniletilamina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/Vis 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj). 
 
Priloga D: Kromatogram putrescina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/Vis 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj). 
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Priloga E: Kromatogram kadaverina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/VIS 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj). 
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Priloga G: Kromatogram IS-ja v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/VIS detektorjem 
(zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj).  
 
 
Priloga H: Kromatogram tiramina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/VIS 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj).  
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Priloga I: Kromatogram spermidina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/VIS 
detektorjem (zgoraj) in detektorjem fluorescence (spodaj). 
 
Priloga J: Kromatogram spermina v koncentraciji 50 µg/mL, posnet z UV/VIS 
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Priloga K: Površine pod kromatografskimi vrhvi biogenih aminov pri naraščajoči 
koncentraciji. Merjeno z UV/VIS detektorjem. 
Površina pod kromatografskim vrhom (mAU*min) - ABSORBANCA   
Konc. mešanice standardov 1 ug/mL 3 ug/mL 10 ug/mL 20 ug/mL 50 ug/mL 
AGM 3,78 11,1 40,0 66,3 158 
TRP 16,9 50,3 170 357 892 
PEA 20,0 59,6 188 389 1004 
PUT 48,8 149 488 996 2303 
CAD 33,3 103 279 654 1764 
HIS 37,0 119 365 746 1856 
IS 25,6 86,9 264 557 1276 
TYR 25,0 79,0 257 546 1442 
SPD 31,4 107 347 651 1516 
SPM 7,24 25,1 74 148 372 
Priloga L: Površine pod kromatografskimi vrhovi biogenih aminov pri naraščajoči 
koncentraciji. Merjeno z detektorjem fluorescence. 
Površina pod kromatografskim vrhom (signal*min) - FLUORESCENCA   
Konc. mešanice standardov 1 ug/mL 3 ug/mL 10 ug/mL 20 ug/mL 50 ug/mL 
AGM 34,0 100 360 597 1425 
TRP 162 483 1633 3427 8563 
PEA 260 775 2450 5055 13056 
PUT 585 1784 5852 11951 n.d. 
CAD 566 1754 5207 11125 n.d. 
IS 460 1564 4793 10009 23615 
TYR 75,0 291 772 1638 3226 
SPD 471 1607 5155 9762 n.d. 
SPM 152 484 1486 3253 n.d. 
Okrajšave: n.d. = ni določeno 
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Priloga M: Uspešnost derivatizacije agmatina glede na pH derivatizacijske mešanice. 
 
PM1 = dodatek NaOH in Na2CO3 (pH=13) 
PM2 = dodatek Na2CO3 in NaHCO3 (pH=11) 
Priloga N: Uspešnost derivatizacije spermidina glede na pH derivatizacijske mešanice. 
 
PM1 = dodatek NaOH in Na2CO3 (pH=13) 
PM2 = dodatek Na2CO3 in NaHCO3 (pH=11) 
Priloga O: Uspešnost derivatizacije spermine glede na pH derivatizacijske mešanice. 
 
PM1 = dodatek NaOH in Na2CO3 (pH=13) 
PM2 = dodatek Na2CO3 in NaHCO3 (pH=11) 
